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Durant douze semaines, notre collégue V. Morax a souffert 
d’un mal cruel dont il savait toute la gravité. Il a subi cette 
longue épreuve avec un tel courage, que ses amis, & chacune de 
leurs visites, emportaient un peu d’espoir en le quittant, sou- 
riant et résigné sur son chevet. ll a succombé le 14 mai der- 
nier, moins de deux mois aprés la mort de son collaborateur 
d’autrefois, A.-C. Marie, dont ces Annales portaient hier le 


deuil. 


V. Morax était né le 16 mars 18668 Morges (canton de Vaud). 
En 1886, au lendemain de son baccalauréat, aprés un stage au 
laboratoire de chimie biologique du professeur Baumann a 
Fribourg-en-Brisgau, il projela d’étudier la médecine & Paris 
et alla prendre conseil auprés de son ami Yersin, qui fréquen- 
tait déja assidiiment le laboratoire de la rue d’Ulm. M. Yersin 
le présenta & M. Roux. L’entrevue fut si cordiale et elle laissa 
‘dans l’esprit du jeune étudiant une impression si forte qu’elle 


décida de sa carriére scientifique. 
Dés que notre Maison fut fondée, Morax obtint aisément 
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l'autorisation d’y travailler; il suivit un des premiers cours de 
Microbiologie et occupa un laboratoire en 1894. I] avait eu la 
bonne fortune de rencontrer Maurice Nicolle et de préparer 
internat des hépitaux sous sa direction. Unis par le méme 
enthousiasme et par les liens d’une affection qui ne devait 
jamais s’affaiblir, les deux jeunes gens nouérent alors a l'Ins- 
litut Pasteur une collaboration étroite, d’ou naquit, en 1893, 
la méthode dite de Nicolle-Morax, aujourd’hui encore d'usage 
courant dans les laboratoires pour la coloration des cils micro- 
biens. 

Deux ans apres la soutenance de sa thése de doctorat (1894) 
sur l’étiologie bactérienne des conjonctivites aigués, Morax dis- 
tinguait une forme nouvelle de ces affections (1896) et en 
découvrait Vagent pathogéne spécifique, le diplocoque, qui, 
depuis, porte son nom. La piéce ot il poursuivit ces recherches, 
au second étage du batiment central de notre Institut, est 
restée longtemps pour nous le « Laboratoire de Morax ». 

Formé a’ l’école de Roux, il pressentait que les germes 
pathogénes qui se multiplient 4 la surface de la muqueuse 
oculaire doivent agir surtout par l’intermédiaire de substances 
diffusibles, capables, 4 elles seules, de provoquer linflamma- 
tion de la conjonctive, et il s’efforga de mettre en évidence ces 
toxines phlogogénes. Avec Elmassian (1898), il réussit & repro- 
duire la diphtérie oculaire chez le lapin au moyen d’instilla- 
tions répétées de toxine diphtérique sur la conjonctive; il 
démontra que ce poison est absorbé a la longue par la muqueuse 
saine et qu'il franchit aisément cette mince barriére lorsqu’elle 
est lésée par un traumatisme ou une action caustique. Des 
essais analogues, réalisés avec des cultures filtrées de bacille 
de Weeks ou de diplobacille (1899), lui ont permis d’y déceler 
également des substances irritantes pour la conjonctive de 
Vhomme et du lapin. Ces travaux et ceux qui les ont suivis sur 
le rdle pathogéne du gonocoque, du pneumocoque, du strepto- 
coque, du bacille de Koch, du bacille de la lépre, des Sporo- 
trichum, des trypanosomes et d’autres germes dans les affec- - 
tions de l’cil, forment une wuvre si complete et si homogéne 
que, s'il existe maintenant une microbiologie oculaire trés 
cohérente, on peut dire que c’est & Morax que nous le devons. 

L’intérét que V. Morax portait & l'étude des toxines micro- 
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biennes fut l’origine de sa collaboration avec A.-C. Marie. On 
sait combien elle fut féconde : action de la chaleur sur les 
spores télaniques (1902); absorption de la toxine tétanique par 
les nerfs périphériques; affinité de la toxine tétanique pour la 
substance cérébrale; absence totale de ce poison dans les nerfs 
optiques, ce qui corrobore les données anatomiques suivant 
lesquelles les nerfs de la H* paire ne sont qu'un prolongement 
de la substance bianche du cerveau (1902-1903). 


Toutes ces recherches qu'il poursuivait 4 l'Institut Pasteur, 
Morax les menait de front avec son service dans les hépitaux, 
ses études sur la pathologie et la chirurgie oculaires et la fré- 
quentation assidue des Sociétés savantes, od il apportait dans 
ia discussion le fruit de son inlassable labeur. Il y ajoutait 
encore Ja préparation des concours; en 1900, il fut nommé 
ophtalmologiste des hépitaux, dont le titre venait d’étre créé. 

En 1903, il prit la direction du service d’ophtalmologie de 
Vhopital Lariboisiére qu'il réorganisa complétement; il ne 
tarda pas & grouper autour de lui une foule de médecins et 
d’éleves du monde entier. 

Sil consacra alors presque tout son temps & ses malades et 
a un enseignement qui mit au premier plan l’ophtalmologie 
francaise et valut & notre cher collégue |’honneur d’étre consi- 
déré comme l’un des plus éminents spécialistes des affections 
oculaires, Morax continua cependant de faire partie de notre 
Maison. II participait chaque année au cours de microbiologie 
par une Jecon sur le gonocoque, s’intéressait & tous les événe- 
ments de la famille pastorienne et a l’activité scientifique des 
pastoriens, & leur santé aussi, car il ne cessa jamais d’étre 
pour eux, selon l’expression de M. Roux, « l’ami secourable » 
vers lequel on se dirige aux heures de détresse ou de maladie. 

Lorsque lage de la retraite le contraignit 4 quitter le service 
de Lariboisiére, ce magnifique foyer auquel il avait donné tant 
de renommée, Morax revint vers nous et réoccupa un labora- 
toire. Avec le D' P.-J. Petit, il publia (1929) son grand ouvrage 
sur le trachome, dont il avait commencé I’étude en 1901, au 
cours d'une mission en Egypte que lui avait confiée le Ministre 
de l’Instruction publique. Il devint membre de l’Assemblée de 
l'Institut Pasteur en 1929 et fut élu 4 l’Académie de Médecine 
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en 1930. L’Académie des Sciences lui décerna le prix Chaussier 
(1931) en récompense de ses travaux. 

En 1931, Calmette l’accueillit dans le service de la tubercu- 
lose qwil venait de fonder et depuis lors, sans négliger ses 
recherches sur le trachome, sur les affections microbiennes de 
l’wil et de la conjonctive, Morax se consacra a l'étude expéri- 
mentale des tuberculoses oculaires avec la collaboration fidéle 
et dévouée de son assistant le D' Nida. Par une douloureuse 
coincidence, ies Annales publient aujourd’hui méme, immé- 
diatement aprés cette notice, le mémoire qu’il venait de ter- 
miner avec le D" Rist. 


V. Morax fut un grand bactériologiste et un grand médecin. 
I] a été aussi pour nous, dans celte Maison qu'il aimait & l’égal 
de son foyer, un Maitre d’une bienveillance inépuisable et l’ami 
le plus cher. Avec une rare simplicité, il savait allier la sévé- 
rité de la science, la rigueur de la recherche et la plus géné- 
reuse bonté. On allait & lui comme vers un frére, en toute 
confiance, assuré de son accueil cordial, de sa droiture et du 
désintéressement absolu de ses conseils. 

Nul plus que Morax n’a touché le ceeur de ses compagnons de 
travail; nul n’a pénétré plus avant dans l’intimité de leurs 
pensées. Sa mort nous frappe de stupeur et notre douleur una- 
nime s’ajoute & la douleur des siens, comine notre amitié 
s’ajoulait & leur affection. 


L'INFECTION TUBERCULEUSE PRIMITIVE 
DE LA CONJONCTIVE CHEZ L’HOMME 


par V. MORAX et E. RIST. 


Les phtisiologues ont étudié avec grand soin I|’évolution de 
la primo-infection tuberculeuse pulmonaire, chez l'enfant 
vivant dans les centres urbains civilisés et chez l'adulie appar- 
tenant & des peuplades sauvages se contaminant au contact des 
civilisés. Malgré les précisions de plus en plus grandes que nous 
donnent & ce point de vue les examens radiologiques faits en 
série, il subsiste encore bien des obscurités sur le processus de 
guérison, si souvent constaté, de ces lésions. Il est donc fort 
instructif de suivre, par comparaison, |’évolution |d’infections 
tuberculeuses primitives qui, du fait de leur localisation, 
restent pour ainsi dire constamment sous le contréle de la vue. 
Ce sont les primo-inoculations ayant pour porte dentrée le 
prépuce, la peau ou la conjonctive. On trouve de chacun de 
ces modes d’infection un certain nombre d’exemples dans la 
littérature. 

Les primo-inoculations préputiales sont peut-étre les mieux 
connues. Devenues trés rares aujourd’hui, elles étaient encore 
fréquentes au début de ce sitcle dans des communautés juives, 
ou la circoncision rituelle des nouveau-nés males se pratiquait 
conformément & la vieille coutume, le sacrificateur sucant 
avec sa bouche la plaie préputiale pour arréter hémorragie. 
Si l’opérateur était un tuberculeux crachant des bacilles, Vinfec- 
tion de l'enfant avait toutes les chances de se produire. Toute 
une série de publications sur des cas de circoncision contami- 
nante s’échelonnent entre les années 1880 et 1893 (Hofmokl, 
V. Bergmann, Mayer, Eve, Lowenstein, Gescheit, etc.). Elsen- 
berg décrit 4 cas de tuberculose primitive du gland suivie de 
tuberculose généralisée et dus au méme opérateur, expectorant 
des bacilles. Lindemann décrit 2 cas, également dus & un méme 
opérateur qui mourut tuberculeux deux mois aprés avoir cir- 
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concis les enfants dont l'un mourut et l'autre guérit. Lehmann 
donne 10 cas provenant d'une méme source. Kolzow (4) en 1891 
publia 7 cas, dont 2 mortels, 2 incomplétement guéris, 1 guéri, 
2 perdus de vue. Son travail publié dans les comptes rendus de 
la Société russe pour l’hygiéne nationale eut pour résultat de 
provoquer la réunion & Saint-Pétersbourg d’une Commission 
qui réforma le rituel de la circoncision et interdit la suc- 
cion (2). Depuis cette époque, la primo-inoculation préputiale 
est devenue plus rare. Le travail d’ensemble le plus important 
sur cette question est celui de E. Wolff (3) paru en 1921. Sa 
statistique porte sur 58 enfants inoculés par circoncision dans 
les premiers mois de leur existence : 46 d’entre eux ont été 
observés jusqu’a la fin de la premiére année. An bout de douze 
mois, 27 enfants étaient encore vivants, 19 avaient succombé, 
8 autres purent étre observés jusqu’a l’dge de six ans: 5 étaient 
encore vivants & cet age, 3 étaient morts. Si l’on s’en tient 
aux cas observés pendant un an, la mortalité est donc de 
44,3 p. 100. 

Les événements se suivent toujours dans l’ordre suivant : 
incubation de dix jours environ, au bout desquels apparaissent 
de la rougeur et du gonflement de la verge, une ulcération qui 
s’étend; et peu aprés on voit se produire une volumineuse 
adénopathie inguinale. La guérison, quand elle survient, est 
longue & s’achever. La mort est le résultat d’une généralisation 
tuberculeuse, avec transformation caséeuse des ganglions . 
inguinaux, pelviens, mésentériques, et tuberculose miliaire 
des poumons, de la rate et des ganglions trachéo-bronchiques 
et cervicaux. A lire les protocoles d’autopsie, on songe aussildt 
aux lésions constatées chez le cobaye, inoculé de tuberculose 
sous la peau et faisant, dans les délais normaux, une tuberculose 
généralisée succédant & unchancre avec adénopathie. 

La primo-inoculation par la voie cutanée est moins bien 
connue. Il en existe un certain nombre d’exemples dans la 


(1) Kotzow, A propos de la contamination tuberculeuse des enfants juifs 
peek de la circoncision. Revue de la Société russe pour Vhygiéne nationale, 

(2) Antuck et Winocourorr, Zur Frage iiber die Ansteckung an Tuberku- 
lose jiidischer Kinder wahrend der Beschneidung. Beilr. z. Klinik der Tuber- 
kulose, 32,1912, p. 341-349. Ce travail contient un cas suiyi d’autopsie. 

(3) E. Wouer, Ueber Zirkumzisionstuberculose, Berl. Klin. Wochenschr 
n° 52, 26 décembre 1921. 5 
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littérature. Ils ne sont pas tous également probants. Ceux qui 
concernent des adultes et qui ont été publi¢és comme des faits 
d'infection primaire doivent vraisemblablement étre rejetés 
pour la plupart. Ona cité aussi des tuberculoses verruqueuses 
de la peau que l’on a considérées comme primitives, ce qui 
parait fort sujet & caution. De méme on trouve encore men- 
tion de tubercules anatomiques auxquels on attribue l’origine 
d'infections tuberculeuses de |’adulte. On lit partout, par 
exemple, que Laennec est mort phtisique & la suite d’un 
tubercule anatomique df 4 une inoculation au cours d’une 
autopsie. C'est une thése insoutenable. Comme la tuberculose 
verruqueuse, le tubercule anatomique est une lésion allergique 
due & une réinoculation exogéne chez un individu déja infecté 
de tuberculose antérieurement. 

MM. Léon Bernard, Marcel Lelong et Maurice Lamy ont 
publié en 1929 un cas trés intéressant de chancre tuberculeux 
chez un nourrisson (1). Il siégeait au-devant de la poitrine 
et s'accompagnait d’une volumineuse adénopathie axillaire 
gauche. La cuti-réaction 4 la tuberculine d’abord négative 
quinze jours aprés l’apparition de l’ulcération, devint nette- 
ment positive une semaine plus tard. Le pus sécrété par l’ulcé- 
ration contenait des bacilles tuberculeux. La contamination 
par la mére tuberculeuse était évidente. Cinq mois plus tard 
la lésion persistait encore et il n’y avait aucun signe de géné- 
ralisation. A propos de ce cas, qui fut |’année d’aprés suivi de 
la publication d’un autre cas analogue rapidement terminé par 
une généralisation tuberculeuse mortelle (2), Léon Bernard et 
ses collaborateurs font une revue succincte des cas publiés. 
Ils constatent que la cicatrisation, toujours lente, mais complete 
et durable est possible, mais que l’éventualité d’une générali- 
sation tuberculeuse est néanmoins extrémement fréquente, 
Venfant succombant alors que le chancre tuberculeux est 
encore en activité, comme dans la tuberculose expérimentale 
du cobaye. Mais, disent-ils, l’établissement d’une statistique 


(1) Léon Bernarp, Marcel Leconc et Maurice Lamy, Uncas de primo-infection 
tuberculeuse par voie cutanée chez le nourrisson. Bull. et Mém. de la Soc. 
méd. des Hép. de Paris, 1929, p. 1356-1364 (avec un bon index bibliographique). 

(2) Léon Bernaro, M. Lamy et Mle P. Gautarer-Vittars, Une nouvelle obser- 
vation de tuberculose cutanée primitive. Bull. et Mém. de la Soc. méd. des 
Hop. de Paris, 1930, p. 494-497. 
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est bien difficile, la plupart des observations étant inutili- 
sables du fait que l’enfant a été suivi pendant trop peu de temps. 
Un troisieme cas, .suivi de guérison donna l'occasion & Léon 
Bernard et A ses collaborateurs de publier en 1931 un important 
mémoire sur la question, avec une bibliographie trés complete 
a laquelle nous renvoyons le lecteur (1). 

Par ailleurs, en 1930, un cas présenté par MM. J. Hallé 
et P. Garnier (2) a la Société de Pédiatrie, un autre 
rapporté & la méme Société par MM. Jean Hutinel, Mar- 
geridon et Mme Collin (3) et un troisiéme, en 1934, par 
M. Coffin (4) donnérent lieu & deux discussions auxquelles 
prirent part plusieurs pédiatres, et au cours desquelles de 
nouvelles observations, dont 1 de M. J. Hallé (5), 2 de 
M. Lesné (6 et 7), 1 de M. Ribadeau-Dumas (8), 1 de 
M. Amsler (9), 1 de M. Tixier (10) et 1 de Buchanan et Cruik- 
shank (11) furent évoquées. L’opinion unanime fut que le 
pronostic de la primo-infection tuberculeuse cutanée varie 
avec l’age; il est sévére chez le nourrisson, souvent bénin dans 
la deuxiéme enfance. D’autre part compte doit étre tenu de la 
richesse en bacilles de la souillure infeectante, les contamina- 
tions pauci-bacillaires étant évidemment moins graves. 


* 
a 


L’histoire de la primo-inoculation tuberculeuse dela conjonc- 
tive oculaire est plus mal connue encore. Méme dans des 


(1) L. Bernarp, M. Letonc, M. Lamy et M!'e Gauruier-Vittars, La primo- 
infection tuberculeuse par inoculation cutanée. Annales de Médecine, 30, 1931, 
p. 401-420. 

(2) J. Harré et P. Garnter, Chancre tuberculeux de la joue chez un 
nourrisson. Soc. de Pédiatrie de Paris, 29 avril 1930, p. 194-195. 

(3) J. Hurmvet, Marcerivon et M™e Coxtin, Primo-inoculation cutanée et 
adénite suppurée inguinale bacillifére. Soc. de Pédiatrie de Paris, 17 juin 1930, 
p. 272-215. 

(4) M. Corrin, Primo-inoculation tuberculeuse cutanée et adénite satellite 
traitées chirurgicalement. Soc. de Pédiatrie de Paris, 20 novembre 1934, 
p. 535-839. 

5) J. Hauté. Soc. de Pédiatrie de Paris, 20 novembre 1934, p. 539. 

(6) Lusn&. Soc. de Pédiatrie de Paris, 17 juin 1930, p. 276. 

(7) Lesn&. Soc. de Pédiatrie de Paris, 20 novembre 1934, p. 540. 

8) Ripapeau-Dumas. Soc. méd. des Hép. de Paris, 1929, p. 1363. 

9) R. Amster, Primo-infection tuberculeuse par voie cutanée avec chancre 
cutané. Revue de la tuberculose, 3¢ sér., 43, 1932, p. 1034-1038. 

(10) L. Trxter, Soc. de Pédiatrie de Paris, 20 novembre 1934, p. 540. 

(144) J. Bucuanan et J. Norman Carurksuank, Accidental inoculation with 
bacillus tuberculosis in a child, Glasgow medical Journal, juin 1930. 
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travaux ou des revues générales modernes concernant la tuber- 
culose oculaire, la distinction n’est souvent pas faite entre les 
formes primitives de la maladie et celles qui sont secondaires 
a une tuberculose primitive siégeant dans un autre organe, et 
en particulier dans le poumon, ou dans les ganglions médiasti- 
naux. Certains ophtalmologistes, il n’y a pas bien longtemps 
encore, allaient jusqu’a nier la tuberculose oculaire primitive. 
« Primare Augentuberkulose existiert wahrscheinlich nicht », 
écrivait B. Fleischer en 1908 (1). Pourtant dés cette époque 
les caractéristiques cliniques de cette primo-inoculation étaient 
connues de plusieurs, et l’accent élait mis sur le symptéme 
constant, capital, devant toujours faire suspecter la nature 
tuberculeuse et primitive de la lésion, & savoir /’adénopathie 
prétragienne, le plus ordinairement volumineuse, parfois 
énorme, persistante et souvent suivie de l’atteinle d’autres 
foyers de la chaine parotidienne ou cervicale. La tuberculisa- 
tion secondaire de la conjonclive ne s’accompagne pas d’adéno- 
-pathie. Le pronostic de la primo-infection passait pour sévére 
et l’on redoutait sa propagation au larynx et au poumon, ou 
encore l’envahissement des méninges par voie rétro-bulbaire. 
Liun de nous néanmoins (2), dans un ouvrage didactique 
publié en 1907, considérait déja que ces lésions conjonctivales 
primitives qu'il décrivait et figurait étaient susceptibles de 
guérir plus fréquemment qu’on ne le supposait, méme en 
Pabsence de tout traitement local. 

Mais l’on chercherait en vain dans la littérature ophtalmolo- 
gique ou phlisiologique des renseignements statistiques per- 
mettant d’évaluer les risques de mort et les chances de guérison 
de cette affection, somme toute assez rarement observée et dont 
les cas bien étudiés sont plus rares encore et clairsemés dans 
des périodiques trés divers. Elle offre pourtant un trés grand 
intérét & plusieurs points de vue. Il y a d’abord le probléme 
pronostique qui mériterait d’étre mieux éclairci et dont l’im- 
portance pratique saute aux yeux. D’autre part on peut se 
demander par quelles voies la tuberculose constituée par le 


(1) B. Fierscaer, Ueber tuberkulése Erkrankugen des Auges. Wirtemb. med. 


Korrespondenzblatt, n° 8, 1908. 
(2) V. Morax, Précis d’ophtalmologie, 1907, p. 156-159 (Masson et Cie, 


édit.). 
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complexe primaire : chancre conjonclival-adénopathie prétra- 
gienne, se propage ou peut se propager & d’aulres organes. 
Enfin on sait que linstillation d'une simple goutte de crachat 
bacillifére ou d’émulsion de culture a la surface de la conjonc- 
tive, chez le cobaye ou le lapin, réalise, sans lésion locale au 
niveau de l’wil lui-méme, un mode d’infection naturelle dont la 
premiére manifestation apparente est l’engorgement des gan- 
glions du cou. Le fait a été bien établi dés 1913 par Calmette, 
Guérin et Gryzez (1). Selon ces auteurs, l’infection ganglion- 
naire gagnerait peu a peu les ganglions trachéo-bronchiques, 
les poumons et les viscéres abdominaux. Calmette pensait que 
la contagion humaine familiale s’exerce fréquemment par la 
méme voie, et qu'elle est alors consécutive 4 la projection, par 
un tuberculeux tousseur, sur la conjonctive oculaire de sujets 
sains, de parlicules de salive riches en bacilles (2). 

Il est évident que, pour apprécier la validité de cette hypo- 
thése, il y aurait grand intérét & pouvoir suivre cliniquement 
et radiologiquement |’évolution de l’infection tuberculeuse chez 
des enfants dont la primo-inoculation conjonctivale due a des 
bacilles en nombre suffisant a créé une lésion caractéristique 
an situ. Si une telle lésion est réguligrement suivie d’une tuber- 
culisation des ganglions trachéo-bronchiques, la probabilité de 
primo-inoculations conjonctivales pauci-bacillaires occultes ne 
déterminant pas de lésion a la porte d’entrée, mais permettant 
néanmoins aux germes de gagner par lintermédiaire du gan- 
glion prétragien et de la chaine ganglionnaire cervicale, les 
ganglions trachéo-bronchiques, serait renforcée. 

Les données de l’anatomie normale ne sont pas, il faut 
lavouer, trés favorables & une telle propagation par la voie 
lymphatique. Le ganglion prétragien fait partie du groupe des 
ganglions parotidiens dont les vaisseaux efférents vont aux 
ganglions sous-sterno-mastoidiens. De ceux-ci partent des vais- 
seaux elférents qui se réunissent de chaque cété en un tronc 
commun, le tronc jugulaire. Celui de gauche s’abouche dans 
le canal thoracique, celui de droite s’ouvre dans le confluent 
des veines jugulaires interne et sous-claviére soit directement, 


(1) A. Cacmerte, L’infection bacillaire et la Tuberculose chez homme et 
chez les animaux, 3¢ édit., 1928, p. 321 (Masson, édit.). 
(2 Ibid., p. 174. 
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soit par l'intermédiaire de la grande veine lymphatique [Rou- 
viére] (1). La voie lymphatique normale va donc par les relais 
ganglionnaires sus-mentionnés de la conjonctive et du gan- 
glion prétragien a la veine cave supérieure; et de cette étape, 
ce qui est venu de la conjonctive par la lymphe ne peut par- 
venir au poumon que par la voie sanguine, oreillette droite, 
ventricule droit, artére pulmonaire. 

Pourtant plusieurs auteurs ont cherché des connexions lym- 
phatiques entre les ganglions cervicaux et les ganglions 
trachéo-bronchiques. F. Weleminsky(2), en 1905, avait pré- 
tendu démontrer expérimentalement que les ganglions tra- 
chéo-bronchiques constituent le centre de l'appareil lympha- 
tique et l’aboutissant de toutes les voies lymphatiques de 
Vorganisme. Les recherches de Beitzke (3) apportérent au 
contraire la démonstration qu'il n’existe pas de vaisseaux 
lymphatiques efférents conduisant des ganglions cervicaux aux 
ganglions trachéo-bronchiques. Hart (4), Most (5), Bartels (6) 
ont signalé, il est vrai, des troncs efférents des ganglions 
trachéo-bronchiques gagnant un ganglion sus-claviculaire tout 
pres de l’‘abouchement dans Ja veine. Mais jamais ils n’ont pu 
infecter par voie rétrograde les troncs efférents aux ganglions 
trachéo-bronchiques 4 partir des voies lymphatiques cervi- 
cales; la conclusion de tous ces auteurs, comme de Beitzke, 
est que, dans aucun cas, il n’y a d’anastomose directe entre le 
systéme lymphatique de la téte et du cou et les lymphatiques 
de la plévre, du poumon et des bronches. Hovelacque (7), 
dans son mémoire classique sur les lymphatiques du poumon, 
dit aussi n’avoir jamais vu une lelle communication, au cours 
de ses nombreuses injections du syst¢me lymphatique. 


(1) Rouviire. Anatomie humaine, 4, p. 213-215. 

(2) Wetemmsxy, Zur Pathogenese der Lungentuberkulose. Die Stellung der 
Bronchialdriisen im Lymphgefassystem. Berliner Klin. Wochenschr., vol. XLII, 
1905, p. 143-746, 

(3) H. Berrzke, Ueber den Weg Tuberkelbazillen von der Mund-und Rachen- 
hohle zu den Lungen. Virchows Arch., vol. CLXXXIV, 1906, p. 1-55. 

(4) Hart, Zur Frage der Genese der tuberkulésen Lungenphthise, Désche 
Med. Wochenschr., n° 43, 1907, p. 1774-1778. 

(5) Most, Die Infektionswege der Tuberkulose. Berl. Klin. Wochenschr., 
n° 8, 1908. 

(6) Banrexs, in Bardeleben, Handbuch der Anatomie des Menschen. _ 

(7) A. Hovevacqus, Lymphatiques du poumon, vaisseaux et ganglions. 
Bibliographie anatomique, fasc. 5, 22, p. 263. 


660 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Les recherches que nous venons de mentionner concernent 
homme. Pour l’anatomie de l’appareil lymphatique du cobaye, 
le travail le plus récent est celui de Krause (1). On y trouve ce 
passage qui résume une investigation approfondie : « Les 
canglions trachéo-bronchiques ne drainent que les poumons 
et le cceur, cela est hors de toute contestation : ils ne recoivent 
pas de vaisseaux provenant des ganglions cervicaux profouds 
et ne peuvent recevoir, par conséquent, de lymphe s’écoulant 
de la téte et du cou... Pour autant qu’on en peut juger, il 
n’existe méme pas, chez le cobaye, de communication effé- 
rente des ganglions trachéo-bronchiques vers les ganglions 
cervicaux profonds, comme cela a été décrit chez d’autres ani- 
maux et chez |’homme. » Ces derniers mots se référent aux 
descriptions ci-dessus signalées de Hart, de Most et de Bartels. 
Il semble done bien que chez le cobaye inoculé par instillation 
conjonctivale, le cheminement des bacilles par la voie lympha- 
tique trouve son terme & l’abouchement des lymphatiques 
cervicaux profonds dans la veine jugulaire, et que la tubercu- 
lisation aes poumons se fasse_ 4 partir de ce point par la voie 
sanguine. 


Nous avons observé nous-mémes un assez grand nombre de 
cas de tuberculose primitive de la conjonctive; ils ont été le 
point de départ de la présente étude. Mais nous n’avons voulu 
retenir, pour en faire état dans la discussion des divers pro- 
blemes soulevés par cette forme de primo-inoculation tubercu- 
leuse, que ceux dont |’observation a été suffisamment prolongée 
pour que l’on puisse connaitre l’évolution ultérieure de |’infec- 
tion. Les voici : 


Osservation I. — Jeanne J..., quinze ans, nous est conduite par sa mére a 
Vhopital Lariboisiére, le 23 mars 1916. C’est une fille fortement charpentée 
et d’aspect vigoureux, qui a signalé 4 ses parents, vers le 12 mars, une 
tuméfaction de la région pré-auriculaire gauche légérement douloureuse 
et accompagnant une hyperémie conjonctivale avec sécrétion. Ces symp- 
tomes ont augmenté les jours suivants. On constate un certain degré 
d’cedéme des paupiéres, de larmoiement et une sécrétion peu abondante. 


(A) ALLEN K. Krause, Tuberculosis in the guinea-pig, after subcutaneous 
infection, with particular reference to the tracheo-bronchial lymph-nodes. 
The American Review of Tuberculosis, 4, 1920, p. 135-191. 
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En [retournant les paupiéres, les culs-de-sac apparaissent fortement hyper- 
émiés et infiltrés de gros follicules. La conjonetive bulbaire ne parti- 
cipe que faiblement 4 l’hyperémie. On découvre avec peine une petite ulcé- 
ration allongée dans le cul-de-sac inférieur, dissimulée entre les follicules. 
Le ganglion pré-auriculaire est assez volumineux et la peau qui le recouvre 
a une teinte érythémateuse. La pression provoque un peu de sensibilité. 
Vers le 5 avril, la fluctuation se manifeste nettement et la ponction faite 
avec la seringue de verre raméne un pus grisatre. Des frottis faits avec ce 
pus montrent des bacilles acido-résistants assez abondants. 

Le traitement local de la conjonctive a consisté en cautérisations au 
galvanocautére et en applications de pommade au xéroforme. 

Le 8 aout 1916, la conjonctive de I’ceil gauche ne montre plus que quelques 
marbrures cicatricielles en rapport avec les cautérisations au galvano- 
cautére. La peau de la région prétragienne est encore érythémateuse, mais 
dans un territoire plus circonscrit. La fistule ne donne plus lieu qu’a Ia for- 
mation d'une croidtelle. 

Le ganglion sous-maxillaire qui avait suppuré et s’était fistulisé au cours 
du mois de juillet est en voie de guérison. 

L’état général est satisfaisant. La jeune fille a bon appétit et a engraissé. 

Nous avons eu l’occasion de la revoir en juin 1917, un peu plus d’un an 
apres le début de son infection tuberculeuse. La conjonctive ne présente 
plus de Iésions en dehors de légéres cicatrices. Les trajets fistuleux sont 
fermés; les cicatrices sont souples. A la palpation, on ne reconnait plus 
de ganglions hypertrophiés. L’état général demeure parfait et le poids a 
augmenté de 6 kilogrammes. 

L’enquéte que nous avons faite, pour tacher de découvrir l’origine de cette 
contamination, nous a appris les faits suivants : 

La famille, qui se compose de la mére et de deux filles, a été évacuée du 
Nord et s’est installée dans un petit logement avec une bonne qui est dans 
la famille depuis dix ans et qui, depuis un an,a présenté des lésions de 
tuberculose pulmonaire. Au mois d’aott 1916, on considére qu'elle est dans 
un état des plus graves. 

Des deux filles, ’ainée est celle dont nous avons relaté l’histoire, la cadette 
a présenté, depuis 1916, des lésions de tuberculose pulmonaire qui se sont 
compliquées de phénoménes méningés et ont entrainé la mort en mars 1917. 


Il semble trés vraisemblable que lorigine ancillaire de 
Vinfection tuberculeuse a été la méme pour les deux enfants, 
mais la porte d’entrée a été différente. Nous n’oserons pas en 
conclure que la tuberculose relativement bénigne de Jeanne 
est la conséquence de la pénétration primitivement conjonc- 
livale. 


Oss. I]. — Lucette ..., dix mois, est adressée au Dt Morax par le D" Chail- 
lous, le 25 juillet 1932, pour une ulcération de la conjonctive de l’ceil droit 
avec adénite pré-auriculaire dont l’étiologie tuberculeuse a été établie par 
inoculation au cobaye d’une biopsie conjonctivale. Le Dt Chaillous demande 
que soit précisée la nature, humaine ou non, du bacille en cause. Il commu- 
nique les renseignements suivants : l'enfant a été présentée a la clinique 
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des Quinze-Vingts, le 18 juin 4932, pour des troubles qui, au dire des parents, 
avaient débuté vers la fin de mai. La mére avait remarqué a ce moment 
que l’ceil droit était légeérement hyperémié et larmoyant et, des le lende- 
main, elle avait été frappée par l’apparition d'une tuméfaction de la région 
pré-auriculaire du coté droit. L’état ne s'est pas modifié depuis lors, si ce 
n’est qu’'au niveau de l'adénite pré-auriculaire, la peau a pris une leinte 
violacée. 

La paupiére supérieure est légerement tuméfiée, avec abaissement du bord 
libre. En retournant cette paupiére, on constate, 4 cheval sur la région tar- 
sienne et le cul de-sac supérieur, une ulcération ovalaire 4 bords nets a 
surface grisatre, légérement saignante, entourée d’une muqueuse hyperémiée 
et épaissie. L’ulcération mesure 1 centimétre dans le sens horizontal et 
5 millimetres dans le sens vertical. Autour d’elle et dans l’épaisseur de la 
muqueuse, on constate la présence de petits points blancs non saillants. 
La conjonctive bulbaire est normale. Il n’y a aucun trouble de la cornée. 
La conjonctive du cul-de-sac inférieur est hyperémiée sans ulcérations. 
La peau de la région prétragienne esl violacée et l’on pergoit une fluctuation 
nette. Les ganglions sous-maxillaires ou cervicaux ne sont pas perceptibles 
a la palpation. 

De l’enquéte familiale, il résultait que les parents étaient en bonne santé 
et avaient eu 4 enfants. 

Un fils mort a neuf ans de tuberculose intestinale. 

Une fille de huit ans en bonne santé. 

Une fille de cing ans en’bonne santé. 

Lucette, notre malade. 

Le grand-pére paternel, Agé de soixante-dix-huit ans, est atteint de bron- 
chite chronique et vivait avec ses enfants et petits-enfants, s’occupant beau- 
coup de Lucette qu’il prenait dans ses bras. Depuis un mois seulement, l'état 
du grand-pére ayant empiré, on l’a séparé des enfants. Le médecin de la 
famille n’a pas eu l'occasion de l’examiner, si ce n’est au cours de sa der- 
niére maladie. Il n’a pas constaté, a auscultation, de symptémes caractéris- 
liques, mais l’examen des crachats n’a pas été fait. 

Lucette est née 4 terme. Les deuxiéme, cinquiéme, sixitme jours aprés la 
naissance, la sage-femme lui a fait ingérer trois doses de BCG. 

L’enfant s'est élevée normalement, jusqu’au moment ou ellea présenté les 
troubles conjonctivaux. , 

Le 23 juillet, ila été fait aux Quinze-Vingts une cautérisation au galvano- 
cauteére de la surface ulcérée. 

Le 25 juillet, on pratique, A l'Institut Pasteur, les examens ci-dessous : 

Frottis faits avec le produit de grattage de l’ulcération conjonctivale : pas 
de bacilles acido-résistants. 

Frottis faits avec le pus de ponction du ganglion préauriculaire : bacilles 
acido-résistants assez nombreux (deux par champ). 

L’ensemencement du produit de grattage sur quatre tubes de Loewenstein 
placés a |’étuve a 38° n’a pas donné de colonies de bacilles de Koch. 

L’ensemencement du pus ganglionnaire sur 6 tubes de Loewenstein a 
donné, dans un seul tube, des colonies visibles deux mois aprés l’ensemen- 
cement. 

Le pus ganglionnaire a été injecté sous la peau de 2 cobayes. L’un de 
430 grammes a présenté une ulcération cutanée et une adénite inguinale. II 
est mort de tuberculose viscérale généralisée le 2 novembre 1933, un peu 
plus de trois mois aprés l’inoculation. 
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L’autre, de 470 grammes, a présenté les mémes lésions locales et est mort 
de tuberculose généralisée le 10 novembre 1932. 

La culture sur Loewenstein a été repiquée sur pomme de terre. Avec la 
culture d’un mois, on fait une émulsion & 4/10.000 de milligramme, dont 
1 centicube est injecté dans la veine auriculaire d’un lapin de 2 kilogr. 600. 
Une autre émulsion a 1/100 est injectée a1 lapin de 2 kilogr. 100. Ces 2 lapins 
sont encore vivants plus d’un an aprés l’injection. 

Avec cette méme émulsion a 1/10.000, on inocule sous la peau 2 cobayes : 
Yun de 360 grammes, présente une ulcération cutanée et une adénite et 
meurt en cing mois avec une tuberculose généralisée ; l'autre, de 430 grammes, 
présente les mémes lésions locales et meurt en cing mois et onze jours de 
tuberculose viscérale généralisée. 

On peut donc considérer cette tuberculose comme une tuberculose du 
type humain peu virulent. 

Revenons maintenant 4 observation clinique de Lucette. 

Le 27 aout, la mére nous écrit que l’adénite suppurée préauriculaire s’est 
ouverte spontanément et que l’abcés s’est évacué. 

Le 28 septembre, le Dr Chaillous réexamine l’enfant et constate que les 
lésions conjonctivales ont, pour ainsi dire, complétement disparu, mais que 
la tuméfaction préauriculaire persiste sans fistule. Il n’y a pas d’autres gan- 
glions perceptibles. 

Le 26 avril 1934, le Dt Delavierre, médecin de la famille depuis plus de 
sept ans, nous envoie les renseignements suivants : « La petite Lucetle se 

“porte actuellement 4 merveille. ll ne reste plus aucune trace de la lésion 
oculaire. La lésion cutanée préauriculaire est elle-méme parfaitement 
guérie. L’état général de l’enfant semble excellent depuis plus d’un an. 


Chez cette petite malade, contaminée a lage de huit mois, 
Vinfection tuberculeuse a donné lieu & une ulcération de la 
conjonctive de I’cil droit suivie d’adénite préauriculaire. Ces 
lésions locales ont évo]ué en quelques mois pour se terminer 
par la guérison compléte sans propagation apparente a d’autres 
ganglions, ou & d’autres tissus pendant la durée de l’observa- 
iion qui s’étend sur une période de vingt-trois mois. 


Ozxs. II]. — Christiane D..., Agée de douze ans, est adressée au D® Morax, 
le 48 février 1932, par le D* Bollack, pour une lésion conjonctivale de l’ceil 
droit avec adénite préauriculaire et sous-maxillaire qui s’était développée 
depuis sept mois. 

Le 15 juillet 1931, l’enfant s’est réveillée avec une légére tuméfaction de la 
paupiére supérieure. A une consultation publique ou elle fut conduite, on 
suppose une piqure de moustique. Quelques jours aprés, comme il existait 
une tuméfaction des ganglions préauriculaires et sous-maxillaires, on la pré- 
sente dans un autre hdpital ot le diagnostic d’oreillons fut envisagé. Le 
médecin de famille soigna l’enfant chez elle jusqu’a la fin d’aout. A cette 
époque, elle fut envoyée a une troisitme consultation ophtalmologique ou 
l'on inocula 4 cobaye avec la lésion conjonctivale. Le diagnostic fut alors fixé, 
le cobaye s’étant tuberculisé. 

La tuméfaction palpébrale et ganglionnaire persistant, l'enfant est con- 
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duite, le 26 janvier 1932, a la consultation ophtalmologique de l’hodpital 
Cochin, chez le D« Bollak, qui, en raison des lésions folliculaires du cul-de- 
sac supérieur et de la persistance des adénites, nous l’adresse a I’Institut 
Pasteur. La cuti-réaction a été forlement positive. 

La fenle palpébrale droite est un peu rétrécie; la paupiére supérieure 
parait légérement épaissie, et, en retournant Ja paupi¢re supérieure et en 
éversant le cul-de-sac supérieur, on voit, le long du tarse, de sa région 
moyenne jusqu’a la région caronculaire, une masse mamelonnée gris rosé, 
empiétant légérement sur la conjonctive tarsienne et non sur la conjonctive 
bulbaire. Jl n’y a nulle part de solution de continuilé de la muqueuse. Sur la 
conjonctive du cul-de-sac inférieur, il y aun léger épaississement médian de 
la muqueuse avec un petit abcés caséeux jaundtre sous-épithélial. Le gan- 
glion préauriculaire, trés gros au début, d’aprés les indications des parents, 
n’avait plus que le volume d’un gros pois. Le ganglion sous-maxillaire droit 
avait le volume d'une noix. Les ganglions cervicaux voisins étaient percep- 
tibles. Excision d’un lambeau de conjonctive au niveau du cul-de-sac supé- 
rieur pour examen histologique et inoculation. 

L’examen histologique montre l’infiltration diffuse de la muqueuse avec 
des formations folliculaires au centre desquelles on voit des cellules 
géantes. Le cobaye de 350 grammes, inoculé le 18 février 1932, par insertion 
sous-cutanée abdominale, présente, dés le 7 avril, une ulcération cutanée et 
des ganglions inguinaux volumineux. Le cobaye est tué le 44 avril etles gan- 
glions prélevés pour culture. Il n’y a pas de lésions pulmonaires ni hépa- 
tiques, mais la rate est hypertrophiée et présente des nodules tuberculeux. 
Le pus caséeux des ganglions est riche en bacilles acido-résistants. Les tubes 
de milieu de Loewenstein ensemencés le 14 avril montrent, le 4 juillet, de 
petites colonies séches, légérement saillantes, qui sont repiquées sur pomme 
de terre glycérinée. Sur ce milieu, les colonies ont une pigmentation rosée 
assez marquée. M™* de Grolier, qui a bien voulu identifier ce bacille, le con- 
sidére, de par sa faible activité pour le lapin, comme un bacille tuberculeux 
du type humain de virulence faible (apparition tardive de la lésion locale 
chez le cobaye). L’ensemencement sur milieu de Loewenstein du pus ganglion- 
naire du cobaye a donné un résultat positif dans 4 tubes sur 6. Les colonies 
repiquées sur pomme de terre ont donné une culture abondante. Les 
colonies présentent une pigmentation rosée. 
~ Il est probable qu'une ulcération a existé au début; mais, sept mois aprés, 
lorsque nous avons vu la petite malade, il n’existait plus que cet état folli- 
culaire que j'ai signalé. 

Christiane a été suivie par le Dt Ameuille et a été traitée par les sels 
dor 4 partir du 27 janvier 1932. Il lui a été fait trente-cing injections. En 
juin 1932, le ganglion préauriculaire se sentait A peine A la palpation et 
Pétat général était excellent; le D™ Ameuille continue a la surveiller tous les 
deux mois. 

En février 1933, la fillette avait perdu 3 kilogrammes. Il n’y avait ni fiévre, 
ni perte d’appétit et l’examen radiographique du poumon était négatif. 

En avril 1933, le ganglion sous-maxillaire droit se tuméfia, et, Ala suite de 
ponctions, il se produisit un trajet fistuleux. 

Le 13 novembre, le D™ Gérard Marchand pratiqua l’excision du ganglion. 

Nous avons revu Christiane le 45 février 1934. Du coté de la conjonctive, on 
ne trouve plus qu’une petite surface lisse cicatricielle, correspondant au 
point d’excision de la conjonctive. La fente palpébrale s’ouvre normalement. 
Au niveau de l’incision cutanée faite pour l’excision du ganglion, la peau 
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présente une cicatrice souple et une trés petite surface exulcérée recouverte 
dune crottelle. Il n’y apas de ganglions perceptibles et l'état général parait 
excellent. 


{1 s’est agi d’une tuberculose primitive de la conjonctive 
avec adénite préauriculaire, puis sous-maxillaire. Aprés une 
période de guérison apparente qui a duré un an, un nouveau 
foyer ganglionnaire est apparu qui est actuellement en voie de 
guérison complete, prés de trois ans aprés le début de l’infec- 
tion conjonctivale. 


Osservation IV. — M"° M..., dix-huit ans, sténo-dactylographe, est adressée 
le 2 juillet 1932 au De Morax par le D* Mérigot de Treigny, pour la confirma- 
tion du diagnostic de tuberculose conjonctivale primitive qu'il a posé. Les 
parents sont bien portants. Elle est fille unique et n'a jamais présenté de 
troubles de santé. Vers la fin de juin 1932, elle a remarqué que sa paupiére 
supérieure droite était tuméfiée et que les ganglions préauriculaires et sous- 
maxillaires étaient tuméfiés et un peu douloureux; mais elle ne se rend A la 
consultation du D® Mérigot de Treigny que le 1¢" juillet parce que les pau- 
piéres sont collées au réveil. 

La fente palpébrale droite est un peu moins ouverte que la gauche. 

La paupiére supérieure est lézérement cedématiée. En retournant la pau- 
piére, on constate sur la conjonctive tarsienne et se prolongeant sur la 
conjonctive du cul-de-sac, une surface ulcérée irréguliére a contours poly- 
cycliques, entourée par une muqueuse légérement épaissie et fortement 
hyperémiée. 

Le ganglion préauriculaire droit est augmenté légérement de volume, 
mais c’est surtout un ganglion prémaxillaire silué au voisinage de l'angle 
maxillaire inférieur qui a pris le volume d'un petil ceuf et présente une fluc- 
tuation nette. Pas d’élévation thermique. Bon état général. Poids 49 kilo- 
grammes. 

En raclant la surface ulcérée de la conjonclive, on peut faire quelques 
frottis dans lesquels on décéle aprés une recherche prolongée de rares 
bacilles acido-résistants. On préléve de petits lambeaux de muqueuse sur les 
bords de l'ulcération, puis on inocule 3 cobayes sous la peau de l’'abdomen 
et 1 lapin dans la chambre antérieure. Chez les 3 cobayes, lulcération cutanée 
et ’adénite sont manifestes au vingtiéme jour et la mort survient dans les 
trois mois. 

Chez le lapin, des signes diritis nodulaires sont apparus le vingt-neuvieme 
jour et la mort n’est survenue qu’aprés sept mois avec une luberculose pul- 
monaire tres discréte confirmée par la recherche des bacilles acido-résis- 
tants. 

Les ensemencements de |’exsudat de Iulcére sur milieu de Loewenstein et 
sur pomme de terre glycérinée répétés sur de nombreux tubes et a diffé- 
rentes reprises ont tous été négatifs. 

Sur le conseil du Dt Calmette, la malade a: fait réguliérement des instilla- 
tions dans |’ceil droit d’antigene méthylique et aucun autre traitement n'a été 
institué pendant trois mois. Pendant cette période, les lésions locales ne se 
sont pas modifiées d'une maniére trés accusée, Ihype:émie conjonclivale et 
la sécrétion ont un peu diminué. Vers le 22 juillet, on a vu au niveau du 
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limbe A XII apparaitre une petite zone de vascularisation empiétant légére- 
ment sur la cornée et ressemblant & un pannus au début. 

A partir du mois d’octobre, les instillations ont été remplacées par des 
injections sous-cutanées d’antigéne méthylique a raison de deux injections 
par semaine. J’ai pu suivre trés réguli¢rement cette malade pendant deux ans 
et je puis dire jusqu’A sa guérison complete; je ne signalerai que l’évolution 
des principaux symptémes. 

Le ganglion prémaxillaire fait & partir du 23 septembre une saillie trés 
marquée, une ponction raméne du pus épais renfermant de nombreux 
bacilles acido-résistants. Le 1° oclobre, la peau au niveau du ganglion prend 
une coloration violacée, puis s'infiltre en donnant lieu 4 un aspect chéloidien 
qui ne s’effacera progressivement qu’au cours de l'année 1933. Le Je" février 
1933, le ganglion préauriculaire a le volume d'une lentille, le ganglion pré- 
maxillaire, le volume d’une amande. Par contre, un ganglion silué entre la 
trachée et le sterno-cléido-mastoidien forme une saillie du volume d’une noix. 
Il augmente un peu les mois suivants et s’ouvre spontanément le 8 mai et a 
partir de ce moment, la régression de l’adénite se poursuit réguli¢rement. 
En février 1934, il ne reste au niveau du cou qu'une cicatrice légére, souple 
et de teinte rosée. On ne sent plus a la palpation aucune adénite. 

Du coté de la conjonctive et du limbe, les lésions se sont cicatrisées pro- 
gressivement. Le 1e* décembre 1932, la lésion cornéenne n’apparait plus que 
comme une trés légére opacité cicatricielle traversée par quelques fins vais- 
seaux. L’ulcération conjonctivale s’est comblée et il ne persiste que quelques 
petites zones jaunatres cicatricielles de la conjonctive tarsienne. 

Le 31 mai 1933, le D' Saenz a pratiqué une hémoculture qui est restée néga- 
tive. L’inoculation du sang veineux a 4 cobayes ne les a pas tuberculisés. 
D’autre part, le Dt Valtis a bien voulu faire un éxamen des poumons a 
lécran, il n'a décelé aucune modification pathologique du cété des poumons 
et des ganglions trachéo-bronchiques. 

L’état général reste excellent. Poids. 55 kilogrammes. 

Le 9 février 1934, les seuls symptémes persistants consistent dans une 
légére diminution de louverture de la fente palpébrale droite, dans les ves- 
tiges cicatriciels sur la conjonctive tarsienne, d’autre part, dans les Iésions 
cicatricielles cutanées au niveau des ganglions prémaxillaires et sterno-cléido- 
mastoidiens. 

Le 26 octobre 1934, l'état général et local ne s’est as modifié. Il n’y a pas 
de ganglions perceptibles. 


Tl s’est agi dans ce cas d’une primo-infection de la conjonc- 
tive par un bacille du type humain, qui s’est terminée par la 
guérison compléte sans autre traitement local que les instilla- 
tions d’antigéne méthylique suivies d’injections sous-cutanées 
du méme anligéne, et cela pendant un an. 


Osservation V. — Madeleine L..., Agée de six ans, est présentée au D' Morax 


a Vhépital Lariboisiére, le 25 janvier 1928, pour une conjonctivite de l’ceil 
droit'avec adénopathie préauriculaire. Fille unique de parents bien portants, 
elle est l'objet d'une surveillance trés attentive. Elle n’a d’ailleurs jamais été 
malade jusque vers le 25 décembre 1927. Vers cette date, les parents ont 
remarqué un peu d’hyperémie conjonctivale et l’agglutinement des paupiéres 
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‘au réveil; mais Madeleine ne se plaignait pas. Quinze jours plus tard, on 
remarque la tuméfaction préauriculaire droite qui a un peu augmenté depuis 
lors. ~ 

Lorsque nous l’examinons le 25 janvier, nous constatons une légére tumé- 
faction des paupiéres avec réduction de la fente palpébrale droite. En ren- 
versant Ja paupiére inférieure, on voit sur la conjonctive du cul-de-sac infé- 
rieur et au voisinage de la commissure externe, une petite ulcération 
linéaire. La muqueuse qui l’entoure est épaissie, hyperémiée avec des for- 
mations folliculaires et quelques petits points jaunatres. La paupiére a con- 
‘servé sa souplesse. La conjonctive bulbaire n’est que faiblement hyperémiée. 

Le ganglion préauriculaire droit souléve notablement Ja peau dont la colo-: 
ration n’est pas modifiée. On sent sa fluctuation et la pression est un peu 
-douloureuse. Les ganglions cervicaux ne sont pas augmentés de volume. 

L’examen général montre au niveau des membres inférieurs et en assez 
‘grand nombre, des plaques d’érythéme noueux, contemporaines de l’adéno- 
pathie. 

Avec le produit de raclage de l’ulcération conjonctivale, il a été fait des 
frottis qui ont montré la présence de bacilles acido-résistants. L’inoculation 
d'une biopsie conjonctivale 4 un cobaye pratiquée le 7 février 1928 a donné 
lieu a un abcés sous-cutané qui s’ulcére et s’accompagne d’adénite. Les 
frottis faits avec le raclage de l'ulcére montrent des bacilles tuberculeux en 
grand nombre. 

41 février, les nodosités des membres inférieurs se sont affaissées, laissant 
une légére teinte brune et une fine desquamation centrale. 

Les lésions conjonctivales persistent, mais ’hyperémie est moins accusée. 

28 février, ’ulcération conjonctivale persiste; la muqueuse qui l’entoure 
présente un développement folliculaire plus accusé, mais sans ulcérations 
mouvelles. La peau de la région prétragienne soulevée par l’adénite est plus 
‘hyperémiée. 

6 mars, ponction du ganglion préauriculaire : pus grisatre épais. Sur frottis, 
mombreux bacilles acido-résistants. 

Madeleine avait été adressée au Dr Rist, le 31 janvier 1928. Le cliché radio- 
:graphique de son thorax ne montre rien d’anormal. 

De l’enquéte faite dans sa famille, il résulte qu’aucun de ses membres n’est 
ttuberculeux et n’a pu la contaminer. Les parents sont parfaitement sains. 
‘D’autre part, on avait signalé qu’a l’école, la petite Madeleine était en con- 
tact avec une fillette tousseuse et qui avait la facheuse habitude de tousser 
dans la figure de ses camarades. Il nous a été possible d’examiner cette 
fillette qui est parfaitement bien portante. Lorigine de la contamination 
est donc demeurée inconnue. 

17 avril 1928. La symétrie des fentes palpébrales est devenue presque par- 
faite. La sécrétion conjonctivale légére a disparu. 

Le ganglion préauriculaire a été ponctionné et trailé par l’éther iodoformé. 
La tuméfaction a presque disparu. II reste encore un trajet fistuleux donnant 
peu de sécrétion. 

29 octobre 1928. L’aspect extérieur des paupiéres est parfailement symé- 
trique. La conjonctive du cul-de-sac inférieur a un aspect normal. Au cul- 
.de-sac supérieur, on constate encore quelques petits follicules. Le ganglion 
préauriculaire n’est plus perceptible et la cicatrice cutanée est tres peu appa- 
rente. Madeleine revient de Berck ot elle a passé quatre mois et pendant 
lesquels elle a augmenté de 1 kilogramme. 

La santé générale est demeurée excellente, néanmoins, le séjour a la mer 
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ayant été favorable, les parents ont renvoyé leur fille 4 Berck, d’ou elle est 
revenue fin juin 1929. En juillet, elle eut la scarlatine pendant son séjour a 
Paris. Au cours de la maladie, l’adénite préauriculaire reparut et la fistule a 
recommencé A sécréter trés abondamment. Aprés guérison de la scarlatine, 
Madeleine repartit pour Berck et ne rentra définitivement a Paris que fin 
septembre 19314. 

Nous avons pu l’examiner a nouveau avec Je D® Rist, le 22 février 1934, 
C'est une belle fillette, bien développée, du poids de 34 kilogr. 500 et qui se 
porte trés bien. La conjonctive a repris son aspect normal. La peau de la 
région prétragienne montre une cicatrice souple, légérement irréguliére, non 
saillante, sans adénite sous-jacente. Les ganglions cervicaux ou autres ne 
sont pas perceptibles. La respiration est normale. La radiographie des pou- 
mons et du cou montre un aspect absolument normal. 


Depuis le réveil de l’infection tuberculeuse ganglionnaire au 
cours de Ja scarlatine en 1929, soit un an aprés le début de 


Vinfection tuberculeuse, aucune manifestation nouvelle de cette 


infection ne s’est produite et aprés six ans, s'il ne persistait 
la cicatrice prétragienne, aucun symptéme ne permettrait de 
supposer que Madeleine a été contaminée par le bacille tuber- 
culeux. Une particularité intéressante de ce cas est l’éruption 
typique d’érythéme noueux qui s’est produite en méme temps 
que l’adénopathie prétragienne. La biopsie d’un des placards 
d’érythéme a élé faite, et un fragment inoculé 4 deux cobayes 
ne les a pas tuberculisés. 

La malade, qui fait objet de Vobservation suivante, avait 
été étudiée depuis le mois de juin 1922, par l'un de nous au 
Dispensaire Léon Bourgeois et par le D' J. Chaillous, a la Cli- 
nique nationale des Quinze-Vingts, et son histoire avait été 
publiée en janvier 1923, a la Société d’études scientifiques de 
la Tuberculose (1). Mais nous ne l’avions pas perdue de vue 
depuis et l’occasion nous a été donnée de |’examiner & nouveau 
en novembre 1933, puis en octobre 1934, c’est-a-dire plus de 
douze ans aprés le début. C’est pourquoi nous croyons intéres- 
sant de reproduire ici notre relation de 1923 en y ajoutant les 
notes prises ullérieurement. 


Osservation VI. — Madeleine D..., Agée de six ans, se portait parfaitement 
bien jusqu’au début de juin 1922; derniére née d'une famille de huit enfants, 
dont un seul, le troisitme, est mort dix-huit ans auparavant (probablement 
de méningite cérébru-spinale) et dont tous les autres sont bien portants, 


(1) E. Rist et J. Cuamtous, Un cas de tuberculose primitive de la conjonc- 
tive, Revue de la Tubereulose, 1923, p. 172-475. 
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elle vit & Nesle-la-Vallée (Seine-et-Oise) avec ses parents, eux aussi bien 
portants. 

C'est le 13 juin 1922, que sa mére l’a conduite aux Quinze-Vingts pour une 
affection de l’ceil gauche ayant paru quelques jours auparavant. La paupiére 
supérieure gauche est tombante, trés gonflée, la conjonctive bulbaire rouge, 
cedématiée, la sécrétion peu abondante. Il existe une adénopathie pré-auri- 
eulaire gauche trés volumineuse; c’est une masse étalée en avant du tragus, 
noyée dans un cedéme diffus et déformant la moitié gauche de Ia face de 
Yenfant. Le 27 juin, la saillie ganglionnaire s'étend jusqu’A langle de la 
machoire : Dans le cul-de-sac conjonctival externe, on constate de nombreux 
petits points blancs infiltrant la conjonctive épaissie. Le 1¢ juillet, on par- 
vient 4 éverser la paupiére et l’on constate dans le cul de-sac une saillie en 
créte de coq de la conjonctive dont la surface est semée d’ulcérations de 
couleur blanc-jaunatre, dont les bords et le fond sont trés irréguliers. 

A partir du 8 juillet, on fait, sous anesthésie locale, une douzaine de 
séances de galvano-puncture dans tout le tissu infiltré. Vers le milieu de 
septembre, ce tissu prend l’aspect cicatriciel et le ganglion prétragien a 
beaucoup diminué de volume, mais l’ceedéme périganglionnaire persiste. Le 
10 octobre, le cul-de-sac conjonctival ne présente plus ni saillies, ni ulcéra- 
tions. Mais le 7 novembre, on voit reparaitre dans la partie externe du cul- 
de-sac une petite ulcération a fond blanchatre, que la galvano-puncture 
réduit et supprime peu aprés. 

En janvier 1923, il persiste encore de la rougeur de la conjonctive palpé- 
-brale, mais la conjonctive bulbaire est normale. On peut sentir le ganglion 
prétragien dur, non douleureux; il n’est pas encore complétement débarrassé 
de son enveloppe cedémateuse. 

C’est le 28 juin 1922 que lenfant a été examinée pour la premiére fois au 
Dispensaire Léon-Bourgeois, au point de vue de sa santé générale d’une 
part et de l'état de ses organes respiratoires d’autre part. Ceux-ci se sont 
montrés parfaitement normaux. Ni les méthodes stéthacoustiques, ni les 
méthodes radiologiques ne nous ont fait découvrir dans le thorax de Made- 
leine D..., quoi que ce soit de pathologique. Cette intégrité s’est maintenue 
jusqu’ici. En dehors du ganglion prétragien gauche, nous n’avions constaté 
aucune autre adénopathie. L’enfant est restée a tous points de vue parfaite- 
ment bien portante, gaie, joueuse, ayant bon appétit et bon sommeil. Elle 
avait de juin a janvier augmenté de 2 kilogrammes. 

L’aspect macroscopique de la lésion oculaire nous a dés le début fait 
penser a la tuberculose, et, aprés avoir discuté, pour l’écarter, l’opportunité 
d'une injection probatoire de tuberculine, nous avons préféré faire, le 
jer juillet, une biopsie d'un fragment de conjonctive malade. Sur la coupe de 
la biopsie, on trouve des follicules tuberculeux avec caséification centrale 
et des bacilles tuberculeux. Un fragment de la biopsie a été inoculé a un 
cobaye qui a succombé, le 28 octobre, & une tuberculose généralisée. 

D'autre part, la cuti-réaction faite le 29 juin, trois semaines apres le début, 
s’est montrée trés fortement positive, papuleuse, avec phlycténes. Répétée 
le 2 novembre, elle a présenté & nouveau ce caractére phlycténulaire, témoi- 
gnage d'une réactivilé intense. = 

Evidemment, une cuti-réaction négative constatée avant l’apparition de la 
lésion oculaire, donnerait 4 notre thése de l’accident initial un argument de 
plus, si celui que nous tirons de ladénopathie n’était pas suffisant. Notons 
dailleurs que cette petite a été élevée a la campagne, que ses parents, que 
nous avons examinés, sont bien portants, qu'il n’y a aucun tousseur parmi 
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ses six fréres et scours et qu’elle n’avait jamais été en contact avec aucum 
tousseur jusqu’a l'incident suivant, dont la mére nous a fait le récit circons- 
tancié et qu'il nous parait utile de rapporter dans tous ses détails : 

La famille D... a hébergé dans sa maison de Nesle-la-Vallée, exactement 
du 4¢™ au 31 mai 1922, une cousine Agée de vingt-trois ans, dont l’histoire est 
significative. Cette dame X..., habitant le Perreux, avait eu, en juillet 1921, 
un deuxiéme enfant qu’elle n'avait pas allaité parce que, déja malade, tous- 
sant et expectorant. Vers février 1922, elle fait une hémoptysie. Son médecin 
conseille un départ 4 la montagne aux environs de Riom. 

Mais estimant, suivant un préjugé trop répandu, qu’il pouvait étre périlleux 
de passer brusquement du Perreux & I’altitude de 800 métres, il conseille 
une étape intermédiaire d’un mois & la campagne aux environs de Paris. 
Mme X... ne peut suggérer autre chose qu'un séjour chez ses cousins, a 
Nesle. Elle est néanmoins prise d’un scrupule a cause de la présence de 
nombreux enfants chez les D... et elle demande 4 son médecin si elle nest 
pas contagieuse. Celui-ci — deuxiéme aberration — la rassure complétement 
a ce sujet. Voila donc M™ X... accueillie dans la famille D... Elle se prend 
d’affection pour la petite Madeleine D..., qui est trés caressante et qu'elle 
embrasse constamment sur la bouche et le visage, alors quelle toussait et 
crachait du matin au soir. Une vague de chaleur sévissait sur la région 
parisienne au mois de mai de l'année 1922. M™° D... affirme avoir vu, a plu- 
sieurs reprises, sa fillette en transpiration s’éponger avec le mouchoir de 
Mme X... qui trainait toujours sur la table, la mode interdisant, comme on 
sait, les poches aux dames. Le 31 mai, M™ X... quitte Nesle et se rend a 
Riom, d’ot on ne tarde pas a l’envoyer 4 Pau oti on lui fait un pneumothorax 
artificiel, et ou, aux derniéres nouvelles, elle est atteinte d’une forme galo- 
pante de tuberculose pulmonaire. 

Vers le 5 juin, Madeleine D... a lceil gauche un peu rouge. Le 8 juin, 
apparait l’'adénopathie que sa mére prend d’abord pour les oreillons. Le 41, 
on s'apercoit que la conjonctive est rouge et parsemée de points blanchatres. 
Le 13, on la conduit aux Quinze-Vingts. 

Telle était l'histoire que nous avons publiée en janvier 1923. L’enfant a été 
revue au Dispensaire Léon-Bourgeois en février 1927. Elle était en trés bonne 
santé. Une sceur, la cinquiéme enfant de la famille, était décédée en aout 1926, 
de tuberculose pulmonaire aprés avoir séjourné deux mois au Sanatorium 
de Bligny. Ajoutons que l’un de nous (D® Rist) avait eu l'occasion d’examiner 
in extremis, en 1923, la contaminatrice de la petite Madeleine, et lavait 
trouvée atteinte d'une tuberculose pulmonaire bilatérale excavée, étendue, 
a laquelle elle succombait quelques jours aprés cet examen. 

Le 23 octobre 1933, Madeleine D..., alors Agée de dix-sept ans, venait A 
nouveau consulter le Dr Rist. Elle avait une petite adénopathie angulo- 
maxillaire gauche, molle, non douloureuse, qui semblait exister depuis 
Vannée 1928. } 

Elle avait été entre temps opérée deux fois de végétations adénoides. En 
mai 1933, elle avait eu les oreillons; l’adénopathie angulo-maxillaire aurait 
augmenté depuis. D’autre part, elle avait eu, en aout 1933, de l'impétigo du 
visage; le Dt Ravaut, de l’hépital Saint-Louis, l’avait traitée pour cette 
affection et avait conseillé un traitement radiothérapique du ganglion. A 
Vexamen stéthacoustique et radiologique du thorax, on ne constatait rien 
d’anormal. : 

Le 6 octobre 1934, nous revuyions une derniére fois Madeleine D... Le 
le Dt Portret avait fait, sur notre conseil, une douzaine de séances de radio- 
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thérapie sur l’adénopathie angulo-maxillaire. Il ne subsiste qu'un ganglion 
indolore, petit, tout juste palpable. Le ganglion prétragien n'est pas percep- 
tible. Il mexiste aucun symptome d'une affection des voies respiratoires. 
L’examen stéthacoustique et radioscopique du thorax ne révéle rien de 
pathologique. Un cliché radiographique, fait le méme jour, donne une image 
normale. M'e D... a l'apparence d'une jeune fille florissante de santé. 


Ici encore, la conjonctivite tuberculeuse de primo-inoculation 
a évolué vers une guérison locale que tout permet, aprés douze 
ans d’observation, de considérer comme complete et solide. Il 
n'y a eu de propagation ganglionnaire que trés tardivement, 
cing ans au moins aprés la primo-infection. Encore cette pro- 
pagation n’a-t-elle atteint qu’un seul ganglion. Elle semble 
avoir 6té favorisée par une infection adénoidienne banale, par 
un impétigo de la face, puis par les oreillons. Les poumons et 
Vappareil ganglionnaire trachéo-bronchique ont été toujours, 
macroscopiquement tout au moins et cliniquement, indemnes. 


OssERVATION VII. — L’un de nous a eu l'occasion d’examiner pour un choix 
de verres, une dame de quarante-cing ans, fille d’un oculiste étranger qui 
lui raconta qu’a l’age de vingt ans, elle avait été alteinte de tuberculose 
primitive de la conjonctive de lceil gauche avec grosse adénite préauricu- 
laire. L’ulcération conjonctivale siégeait au niveau du cul-de-sac supérieur. 
L’adénite préauriculaire s'est abcédée et il se produisit une fistule qui ne 
guérit qu’aprés huit mois. 

Avec la lésion conjonctivale, on aurait inoculé un cobaye qui serait mort 
de tuberculose. 

Elle fut traitée pendant plus de six mois par des injections de tuberculine, 
puis tout rentra dans l’ordre et depuis lors, c’est-a-dire depuis vingt-cing ans, 
elle n’a présenté aucun trouble de santé, aucune manifestation pulmonaire 


ou autre. 
La conjonctive du cul-de-sac ne présente aucune lésion cicatricielle mani- 


feste. Par contre, au-devant de loreille gauche, au niveau du ganglion 
prétragien qui n’est d’ailleurs pas perceptible, on voit une petite cicatrice 
blanche et souple attestant la réalité de l’adénite fistulisée ancienne. Les 
ganglions sous-maxillaires et cervicaux ne sont pas perceptibles. 


Il semble bien, dans ce cas, que l’on puisse parler d’une 
guérison définilive. 

Voila donc sept observations de tuberculose conjonctivale 
primitive qui se sont terminées par la guérison en apparence 
compléte. Nous disons « en apparence », ce qui signifie que la 
porte d’entrée conjonctivale s’est cicatrisée, que l’adénite satel- 
lite et les lésions cutanées liées la fistulisation ont disparu et 
qu’aucune localisation bacillaire viscérale ou autre n’est 
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apparue. Nous avons classé nos observations suivant la durée 
de la période d'observation aprés Iésion primitive. Cette période 
s'est 6tendue suivant les cas de un & vingt-cing ans. Nous nous 
garderons d’en conclure que le bacille tuberculeux a disparu 
complétement de l’organisme et que ces sujets sont définitive- 
ment a l'abri de toute manifestation tuberculeuse nouvelle. 
N’avons-nous pas vu, chez la petite Madeleine L... (obs. V), 
alors que |’état local paraissait absolument guéri, l’adénite pré- 
auriculaire se développer & nouveau et donner lieu 4 une sup- 
puration et & une fistulisation nouvelles, et cela pendant le 
cours de la scarlaltine? IL est vrai que cet incident, qui a 
d’ailleurs rapidement guéri, s'est produit un peu plus d’un an 
aprés l’infection conjonctivale primitive. 

De méme, chez Madeleine D... (obs. VI), une adénopathie 
angulo-maxillaire trés vraisemblablement tuberculeuse s'est 
développée cing ans aprés la conjonctivite tuberculeuse primi- 
live gauche, qui s’était depuis longtemps complétement cica-. 
trisée ainsi que son adénopathie prétragienne satellite. Cette 
nouvelle atteinte ganglionnaire, favorisée sans doule par des 
infeclions non tuberculeuses intercurrentes (adénoidiles, impé- 
tigo de la face, oreillons) a persisté plusieurs années; mais elle 
est restée isolée, ne s'est pas abcédée et a fini par guérir. 

Dans aucun cas, il n’y a eu d'autres localisations tubercu- 
leuses ; l’appareil respiratoire intrathoracique (poumons, plévre 
et ganglions) est toujours resté indemne. Le pronostic non 
seulement prochain, mais lointain de la tuberculose conjoncti- 
vale primitive, semble donc assez favorable. 

La probabilité d'une propagation directe au poumon, par la 
voie lymphatique, d'une infection tuberculeuse ayant pour porte 
d‘entrée la conjonctive oculaire semble assez difficile & défendre 
en présence d’observations telles que celles qui précédent. Ce 
nest pas pourtant qu'elle n’ait trouvé des partisans et que l'on 
n/ait apporté des arguments cliniques destinés & la soutenir. 
Mais ces arguments ne sont pas 4 l’abri de la critique. C'est 
ainsi que MM. L. Pellissier et Valtis ont rapporté en 1928 a la 
Société d’Etudes scientifiques sur la Tuberculose (1) Vhistoire 
fort curreuse d’une femme agée de vingt-huit ans qui présentait 


(1) L. Petrissier et J. Vartis, Un cas d’infection tuberculeuse humaine a 
porte d’entrée oculaire. Revue de la Tuberculose, 1929, p, 118-123. 
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sur toute la hauteur du cou, une chaine de ganglions calcifiés, 
depuis le pré-auriculaire jusqu’aux sus-claviculaires et, & 
lexamen radiologique, une calcification juxta-aortique gauche 
avec un réseau de fines travées et quelques taches entre hile 
et clavicule. Il y avait aussi une tache dense a centre clair, 
de Ja grosseur d’un haricot, a la partie supérieure du hile droit. 
Ces altérations radiologiques n’avaient jamais eu de traduction 
clinique quelconque, et la femme qui les présentait avait tou- 
jours été bien portante du point de vue pulmonaire. Or, elle 
avait fait 8 ’age de huit ans une chute qui avait déterminé une 
plaie de la paupiére supérieure gauche ainsi que des lésions du 
globe oculaire lui-méme. L’il, injecté et douloureux, fut traité 
pendant plus de deux ans pour une prétendue « kérato-conjonc- 
tivite ». Une adénopathie pré-auriculaire s’était développée un 
mois aprés le début et persista plusieurs années. Il y avait 
autour de l'enfant les conditions d'une contagion tuberculeuse 
familiale. 

A la méme séance de la Société de la Tuberculose, M. Cour- 
coux (1) présenta les clichés radiographiques d'une femme d’une 
cinquantaine d’années, bien portante, qui présentait une grande 
quaalité de calcifications ganglionnaires cervicales bilatérales, 
allant de la région mastoidienne aux régions sus-claviculaires 
et axillaires. ll y avait aussi des ganglions calcifiés au niveau 
des, hiles pulmonaires. Cette femme avait deux ans auparavant 
soigné un de ses parents atteint d’un mal de Pott avec abcés 
ossifluent dans la région inguinale. Au cours d’un pansement, 
elle recut du pus dans |’eil droit. Une réaction inflammatoire 
importante se produisit puis se calma. Plusieurs semaines apreés 
survinrent des adénopathies cervicales du méme cété, de la 
fiévre et des troubles importants de l’état général qui firent 
penser d’abord a une fiévre typhoide et finirent par guérir. 

Dans le premier cas, il est probable qu'il s’est agi en effet 
d'une primo-infection conjonctivale chez une enfant de huit ans. 
Mais rien ne prouve que les légéres altérations pulmonaires 
constatées vingt ans aprés aient été dues 4 la propagation de 
infection tuberculeuse par voie lymphatique. II est bien plus 
plausible qu’elles aient été dues & une réinfection. Dans le cas 


(4) Courcovx, L’infection tuberculeuse par l’wil. Revue de la Tuberculose, 
4929, pr. 123-125. 
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de M. Courcoux, la primo-infection conjonctivale est trés pew 
probable, s’agissant d'une femme de cinquante ans. D’ailleurs, 
la encore, rien ne démontre la continuité entre les adénopathies. 
cervicales et les adénopathies trachéo-bronchiques. Celles-ci 
préexistaient peut-étre bien & celles-la, et de toute maniére il 
est bien hasardeux de préjuger ainsi, rétrospectivement, et a si 
erande distarice dans le passé, de l’ordre de succession des. 
événements. 

D'autres fois, c’est un trop grand écart dans le temps entre la 
lésion oculaire (ou cutanée) et l’adénopathie satellite qui éveille 
le doute. Ainsi, l'une des observations plus haut citées de 
M. Lesné (1) concerne une enfant qui présenta a lage de huit 
mois une ulcération suppurante de la région vervicale inférieure 
gauche. Sept mois plus tard seulement, & quinze mois, apparut 
une adénite suppurée de la région cervicale moyenne. Sur un 
cliché radiographique du thorax, il y avait une volumineuse: 
ombre hilaire et péri-hilaire droite. L’enfant avait du cornage. 
La nature primitive de Pulcération cutanée ne peut guére étre- 
admise, et il est bien plus probable que l’inoculation premiére a 
été intrapulmonaire, juxta-médiastinale et que l’ulcération 
cutanée demeurée pendant sept mois sans réplique ganglion- 
naire a été secondaire. 

Quoi qu’il en soit, dans aucun des 7 cas observés par nous, il 
n'y aeu d’atteinte pulmonaire ou ganglionnaire médiastinale. 
En revanche, il y a eu au moins une fois dissémination de 
bacilles tuberculeux par la voie sanguine : notre malade de- 
Vobservation V a fait presque en méme temps que son adéno- 
pathie prétragienne une éruption d’érythéme noueux caracté- 
ristique, ne se distinguant en rien des éruptions analogues que 
Yon a signalées ces derniéres années de divers c6tés comme 
survenant au cours des primo-infections tuberculeuses & locali- 
sation pulmonaire. Mais cet envahissement de la circulation 
sanguine a 6té passager, bénin, et n’a pas laissé de vestiges. 
C’est sans aucun doute par la voie sanguine, la seule qui, ana- 
tomiquement, soit ouverte, que se produit l’envahissement des 
poumons du cobaye inoculé de tuberculose par la conjonctive. 
Chez cet animal, comme l’ont montré Calmette, Guérin et- 


(1) Lesn&. Société de Pédiatrie de Paris, 17 juin 1930, p. 276. 
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Gryzez, il suffit de déposer I goutte d’émulsion bacillaire sur 
la conjonctive non lésée pour provoquer la tuberculose des 
ganglions régionaux et secondairement la généralisation de 
Vinfection. 

Dans la race humaine, un tel mécanisme de contamination 
ne parait guére admissible, puisque des tuberculoses primitives 
séveres de la conjenctive, et qui mettent plusieurs mois & 
guérir, ne déterminent pas de Jésions pulmonaires. A plus forte 
raison est-il peu probable qu’une contamination conjonctivale 
assez pauci-bacillaire pour ne créer aucune lésion & sa porte 
d’entrée puisse étre & l’origine d’une tuberculose pulmonaire. 

Dans ceux de nos cas ot la nature du virus tubercuieux a pu 
étre précisée, il s’agissait de la variété humaine du bacille. 
Dans notre observation I, Vintérét de cette détermination était 
d’autant plus grand que l’enfant avait recu aprés sa naissance 
trois doses de BCG. Toute hypothése tendant a rattacher l’infec- 
tion oculaire au BCG pouvait done étre catégoriquement écartée. 

On remarquera que |’ige de nos malades s’est échelonné de 
huit mois & vingt ans. Ce dernier age est, pour les centres 
urbains, civilisés tout au moins, remarquablement tardif et a 
coup stir exceptionnel. 

Le pronostic de la tuberculose primitive de la conjonctive est, 
contrairement & opinion encore communément admise il y a 
quelques années, assez favorable. Ce n’est pas & dire qu’il ne 
puisse se produire des évolutions conduisant 4 la mort. Mais de 
Vobservation longtemps poursuivie des malades dont I’histoire 
est rapportée dans ce travail, nous croyons pouvoir déduire que 
si nous avons été si peu renseignés jusqu’ici sur le comporte- 
ment de cette forme de tuberculose, c’est qu’elle n’a pas d’ordi- 
naire de suites facheuses et que, parmi les sujets guéris, beau- 
coup ne viennent pas réclamer de nouveaux examens cliniques. 

Le contraste est grand entre la bénignité relative de la primo- 
inoculation conjonctivale et la sévérité extréme de la primo- 
inoculation préputiale. C’est que celle-ci, liée étiologiquement 
a la circoncision rituelle, n’atteint de ce fait que de trés yeunes 
enfants, des nouveau-nés, tandis que le chancre tuberculeux de 
la conjonctive ne se produit guére que chez des enfants plus agés. 
La gravité des accidents primitifs pulmonaires est, elle aussi, 
en raison inverse de lage. Cela est d’observation constante. 


ETUDES SUR L’ULTRAVIRUS TUBERCULEUX 


(TROISIEME MEMOIRE) 


SUR LA CULTURE DES « PROTOGENES TUBERCULEUX » 


par G. SANARELLI et A. ALESSANDRINI. 


(Institut d'Hyyiéne de [Université de Rome.) 


I. — Les ultrafiltres de collodion 
dans l'étude de Il'ultravirus tuberculeux. 


Dans notre second mémoire (1) sur l’ultravirus tuberculeux, 
nous avons démontré que, par l’emploi de sacs doubles de col- 
lodion, il est possible d’observer la germination et le dévelop- 
pement des éléments ultrafiltrés et, par conséquent, invisibles 
du virus tuberculeux. 

Nous avons également établi qu’on pouvait obtenir, sur des 
milieux nutritifs convenables, la culture des premiéres formes 
visibles, germées de ces éléments ultrafiltrés. 

Nous avons donné aux premiéres phases, a peine visibles au 
microscope, de ces éléments néoformés, non acido-résistants et 
issus des éléments invisibles de lultravirus passés de la loge 
interne dans la loge exterae des doubles sacs de collodion, le 
nom de « protogénes tuberculeux ». 

Une technique originale de laboratoire, désormais bien 
connue et d’application facile, nous a donc permis de confirmer 
lexistence des inframicrobes dérivés du virus tuberculeux, 
d'une fagon peut-étre plus démonstrative que par l'emploi des 
bougies de Chamberland ou de Berkefeld. 

Lusage de ces bougies semble, 4 premiére vue, beaucoup 
plus facile et expéditif. Malheureusement, maints auteurs qui 
les ont employées ont souvent négligé certains détails sugeérés 


(1) Etudes sur lultravirus tuberculeux. Ile Mémoire. Ces Annales, 1933, 
p. 167. 
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par la pratique; pour ce motif, et aussi en raison des insucces 
fréquents, leurs résultats expérimentaux ont laissé souvent & 
désirer, ouvrant ainsi la voie & des critiques sévéres (1). 

Jousset (2) a méme, récemment, mis en doute la capacité 
filtrante des bougies Chamberland, généralement employées 
dans ce genre d’expériences. Selon cet auteur, a lravers le filtre 
Chamberland L3, quiest Je plus employé, passeraient non seu- 
lement les bacilles tuberculeux et certains éléments granuleux 
cyanophiles, capables de produire des lésions spécifiques chez 
le cobaye, mais aussi les trés petits microbes du choléra des 
poules, que l’on ajoute d’ordinaire au matériel a filtrer, dans 
un but de controle. Ce serait 4 cause de filtrations imparfaites 
que l’on observerait, chez les cobayes inoculés avec des filtrats 
tuberculeux, les lésions spécifiques bien connues, sur Ja signi- 
fication desquelles les opinions sont fort discordantes. 

Mais ces remarques, sans doute exagérées, ne peuvent con- 
cerner nos sacs de collodion. Cela est d’autant plus vrai que 
Jousset lui-méme ne semble contester ni l’existence de l’ultra- 
virus tuberculeux, ni les résultats démonstratifs et probants 
obtenus par l’emploi des sacs de coliodion. Bien plus, il sug- 
gére de controler par la méthode de ces sacs les expériences de 
filtration in vitro faites jusqu a présentavec les bougies poreuses 
et dont les résultats auraient, dit-il, une valeur assez discu- 
table. 

Rappelons & ce propos que méme Hauduroy (3) ne recom- 
mande plus, depuis longtemps, l’emploi des bougies de porce- 
laine dans les recherches scientifiques ; il préconise, au contraire, 
Vultrafiltration & travers les membranes de collodion, méthode 
plus sare et plus constante. 

En ce qui concerne les sacs de collodion, cerlains auteurs 
ont signalé de prétendus défauts, en particulier la fragilité de 
ces mémes sacs. Mais dans nos deux précédents mémoires (4) 
nous avons démontré que ces défauts devaient étre considérés 
comme lout a fait inexistants. 


(1) Perche non si é réusciti a porre sempre in evidenza J'ultravirus tuber- 
colare. Annali d'Igiene, 1932, p. 1. 
(2) Existe t-il un ultravirus tuberculeux? La Presse Médicale, 18 aout 1934, 


p- 1303. 
(3) Les ultravirus et les formes filtrantes des microbes. Paris, 1926, p. 8 et 189. 


(4) Ces Annales, 1932, p. 144 et 1933, p. 167. 
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Il est bien démontré, désormais, que les insuccés de certains 
auleurs qui ont expérimenté avec nos sacs de collodion (1) doivent 
étre uniquement attribués & des imperfections dans la confec- 
tion de ces sacs (2). Nous avons plusieurs fois insisté sur la 
nécessité de confectionner ces derniers avec une rigoureuse 
précision (3). Il est vrai que cette préparation exige un travail 
soigneux el des procédés manuels délicats. Mais quand elle a 
été convenablement effectuée, les sacs présentent de sérieuses 
garanties de résistance et de stireté, que lon peut facilement 
constater soit 7n vitro, soit in vivo. 

Du reste, nombreux sont déja les auteurs qui, depuis long- 
temps, ont observé que les sacs de collodion préparés avec 
soin, et introduits dans le péritoine d’animaux, peuvent y rester 
plusieurs mois de suite sans subir aucune altération. 

Dans ces derniers temps, l'emploi de ces sacs pour la culture 
et l'étude zm vivo du virus tuberculeux, ou d'autres germes 
pathogénes, s'est répandu dans les lJaboratoires, donnant des 
résultats satisfaisants. Les plus récentes expériences de Man- 
fredi et Perrino (4), de Sabatucci (5), de Arloing et Dufourt (6), 
de Latteri (7), de A. et R. Sartory et J. Meyer (8), de J. Bran- 
cato (9), etc., ont démontré que notre technique des sacs a 
rendu les plus grands services a tous ceux qui ont su l'utiliser 
convenablement. 

Par exemple, Arloing et Dufourt ont retrouvé les sacs de 
collodion, simples ou doubles, absolument intacts méme 


(4) J. Fonseca, Tera o agente da Tuberculose uma forma filtravel? Arquivos 
do Instituto Bacler. Camara Pestana. Lisboa, 7, 1933. p. 1. 

(2) G. Sanargiut, L’impiego dei sacchetti di collodio nello studio del l’ultra- 
virustubercolare. Annali d’Igiene, 1934, p. 470. 

(3) Ces Annales, 1932, p. 154, et 1933, p. 180. 

(4) Virus tubercolare filtrabile e tubercolosi atipica sperimentale. Rivista 
Sanitaria Siciliana, 15 février 1931, p. 283. 

(5) Le sort du BCG dans les sacs de collodion. C. R. de la Soc. de Biol., 410, 
1932, p. 945. 

(6) Culture de l'ultravirus tuberculeux en sacs de collodion introduits dans 
la cavilé péritonéale du cobaye. Revue de la Tuberculose, février 1934, p. 144. 

(7) Ricerche sullo streptococco col metodo delle colture in vivo (sacchetti di 
collodio). Annali di Clinica medica e di Medic. sperimentale. Palermo, 1931, 
p. 129. 

(8) Sur les propriétés ultrafiltrantes de l’Actinomyces bovis Harz a travers 
les sacs de collodion implantés dans le péritoine du cobaye. Bulletin de 
VAcadémie de Médecine, 140, 1933, p. 797. 

(9) Ricerche sulle Brucelle Bang e Melitensis col metodo delle culture in vive 
con sacchetti di collodio. Annali di Medicina Navale e Coloniale, 1933, p. 142. 
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‘aprés quatre mois de séjour dans le péritoine de cobayes. 

Au cours de nos nombreuses expériences, nous n’ayons 
trouvé que d’une facon exceptionnelle des sacs de collodion 
qui s’étaient détériorés dans la cavité péritonéale. Mais dans ces 
cas, trés rares, les altérations résultérent toujours de causes 
non imputables & des défauts de confection: maniements 
brusques, traumatismes accidentels sur les parois abdominales 
des cobayes, introduction de plusieurs sacs doubles, et par con- 
séquent plus volumineux et plus exposés & subir des dégats 
dans le péritoine. 

En dehors de ces circonstances, tout & fait exceptionnelles 
et accidentelles, notre longue pratique dans ce genre de 
recherches nous permet d’affirmer que l'emploi des sacs de 
collodion représente une technique de laboratoire féconde en 
applications et dépourvue des inconvénients que, d'une maniére 
tout & fait arbitraire, on a voulu lui attribuer. 


Ii. — La culture des « protogénes tuberculeux » 
germés in vivo. 


Dans notre second mémoire sur l’ultravirus tuberculeux, 
nous avons dit, entre autres, qu’en ensemengant le contenu de 
la loge externe des doubles sacs de collodion, ot l'on avait 
conslaté la présence des « protogénes tuberculeux », on pou- 
vait obtenir, bien que rarement, des microcultures et méme 
des macrocultures de bacilles tuberculeux. 

Nous avions alors employé, de préférence, pour la culture 
du virus ou de l’ultravirus tuberculeux, les milieux & l’ceuf de 
Dorset-Petroff et, plus spécialement, ceux de Petroff au violet 
de gentiane, jadis d’un usage courant dans les laboratoires. 

Sur ces milieux nous avons, en effet, réussi 4 obtenir le 
développement de nos protogénes tuberculeux, soit sous la 
forme de microcultures (appelées aussi par nous « cultures 
éphéméres »), soit sous la forme de colonies macroscopiques 
absolument typiques. 

Ces cultures avaient poussé aprés une tres longue période 
dincubation de trente-cing & cinquante-quatre jours et ne 
s’étaient développées que dans quelques cas. 
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Ce fait nous a conduits & penser que les protogénes tubercu- 
leux sont des éléments délicats et fragiles, et particulitrement 
exigeants en ce qui concerne leurs besoins nutrilifs. 

Nous nous sommes alors demandé (1) si, par l'emploi de 
milieux nutritifs mieux appropriés, nous pouvions obtenir la 
culture des protogénes d'une maniére plus réguliére et plus 
rapide. 

Et, puisque, aujourd'hui, le milieu de Lowenstein est géné- 
ralement connu comme le milieu de culture le plus favorable 
pour le virus tuberculeux, nous avons repris nos expériences 
de culture des protogénes en question, en employant ce milieu 
préparé selon la derniére formule préconisée parson auteur (2). 

Nous avons fait nos expériences avec du matériel contenant 
des protogénes tuberculeux, développés, soit 2m vivo, soit in 
vitro, dans la loge externe des doubles sacs de collodion. 

Voici l’exposition sommaire de nos nouvelles expériences : 


PREMIERE SERIE D'EXPERIENCES 27 ViV0. 


Le 3 mars 1933 on prépare des sacs doubles de collodion et on introduit 
dans leur loge interne une émulsion, en liquide de Sauton, de bacilles 
tuberculeux (souche bovine Vallée) qui s’élaient développés en dix jours 
sur milieu de Lowenstein. 

On choisit des Japins robustes. Dans le péritoine de deux de ces animaux 
on insére un double sac bacillifére; dans la cavilé péritonéale de deux 
autres lapins on place deux doubles sacs bacilliféres. 


Exp&RIgNce 1. — Lapin n° 4, de 2.350 grammes. 

On sacrifie cet animal au bout de trente-cing jours et on extrait de son 
abdomen le sac de collodion qui, comme d’ordinaire, se trouve emprisonné 
dans une enveloppe de tissu conjonclif de nouvelle formation trés vascula- 
risé. Le sac est absolument intact. Le contenu de la loge externe, trés 
limpide, est centrifugé durant une demi-heure (3.600 tours par minute). Dans 
le trés léger sédiment qui se forme au fond du tube, on observe des éléments 
bacillaires extrémement minces qui, traités par le Ziehl-Neelsen (3), se 
colorent en bleu. On ensemence la sérosité sur des milieux ordinaires et 
dans 2 tubes (A et B) de milieu de Léwenstein. 


(1) Ile Mémoire. Ces Annales, 1933, p. 202. 

(2) La méthode d’hémoculture du virus tuberculeux et de ses résultats. Ces 
Annales, 50, 1933, p. 164. 

(3) Disons une fois pour toutes que, pour la double coloration de Ziehl- 
Neelsen des protogénes tuberculeux, nous avons trouvé préférable — et par 
conséquent nous l’avons toujours employée — la solution a1 p. 300 de bleu 
de méthyléne médicinal. Le bleu de méthyléne ordinaire des laboratoires se 
préte mal a ces colorations tres délicates. 
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Les milieux ordinaires restent stériles. Dans l’un des 2 tubes de Lowens- 
tein (A) au contraire, aprés dix-sept jours d’étuve a 37°, une culture typique 
de bacilles tuberculeux se développe. I] s’agit de bacilles un peu courts, 
trés granuleux, dont la plupart se montrent déja acido-alcoolo-résistants. 
Les repiquages de cette unique colonie dans d'autres tubes de milieu de 
Lowenstein et sur la pomme de terre glycérinée, donnent lieu, au bout de 
quinze jours, au développement de cultures tuberculeuses typiques. 


L’autre tube de Léwenstein (B), gardé en observation pendant cent trois 
jours, resta stérile. ° 


Expéarence 2. — Lapin n° 2, de 2.450 grammes. Sacrifié quarante jours aprés 
lintroduction du sac bacillifére dans le péritoine. Le contenu de la loge 
interne, ensemencé sur Léwenstein donne lieu, au bout de dix jours, au 
développement de luxuriantes cultures tuberculeuses. 

La sérosité de la loge externe (1 c. c. § environ) est trés limpide. On la 
centrifuge pendant une demi-heure (3.600 tours par minute). Les prépara- 
tions du trés léger sédiment qui se forme au fond du tube de centrifugation 
révélent, par le Ziehl-Neelsen, Ja présence de granulations tres menues et de 
petits bacilles colorés en bleu (1). 

On ensemence la sérosité de la loge exlerne sur 2 tubes (A et B) de 
Lowenstein. Ces tubes, surveillés pendant quatre-vingt-dix-sept jours, sem- 
blérent d’abord rester stériles. Mais les préparations faites avec le raclage 
superficiel décelérent, pour le tube B, la présence d’une microculture formée 
par une trés grande quantité de petits bacilles dont plusieurs avaient un 
aspect granuleux, isolés ou groupés en pelits amas, colorés en bleu. On 
lave la surface du milieu avec du liquide de Sauton et avec le liquide de 
lavage on fait des ensemencements sur milieu de Lowenstein, sur pomme de 
terre glycérinée, sur gélose et en bouillon ordinaire. On injecte 1 cent. cube 
du méme liquide dans la cuisse d’un petit cobaye de 230 grammes qui, 
disons-le tout de suite, alla en augmentant progressivement de poids et 
survécut. 

Les ensemencements sur pomme de terre, sur gélose et en bouillon 
restérent négatifs, méme a l’examen microscopique. La culture sur Lowen- 
stein sembla, elle aussi, rester stérile, mais les préparations faites avec le 
raclage de la surface du milieu, aprés seize jours d’étuve a4 37°, révélérent 
la présence d'une grande quantité de petits bacilles rouges, c’est-a-dire acido- 
résistants, la plupart trés granuleux. 

On lave cette seconde microculture et on fait des passages sur Léwens- 
tein et sur pomme de terre glycérinée. Ce dernier milieu resle stérile; au 
contraire, a la surface du tube de Léwenstein, on voit se développer, au 
bout de dix jours seulement d’étuve a 37°, quelques colonies typiques de 
bacilles tuberculeux acido-alcoolo-résistants. 

On injecte une émulsion de ces colonies dans la cuisse d’un petit cobaye 
(de 270 grammes), qui meurt trente-neuf jours aprés de tuberculose généra- 
lisée. 

Dans cette expérience et dans la culture du tube B, les protogénes tuber- 
culeux donnérent donc lieu, aprés un premier ensemencement, 4 une micro- 
culture de bacilles non acido-résistants ; aprés un premier repiquage, 4 une 


(1) Pour éviter des répétitions, on se rappellera que lorsque nous parle- 
rons d’éléments bactériens bleus ou rouges, il s’agit de germes non acido- 
résistants ou acido-résistants apres la coloration par le Ziehl-Neelsen. 


Annales de U Institut Pasteur, t. 54, n® 6, 1935. 46 
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autre microculture de bacilles acido-résistants; et dans une troisiéme sub- 
culture A une macroculture typique de bacilles acido-résistants. 


Expérience 3. — Lapin n® 3, de 2.300 grammes. Sacrifié cinquante-six jours. 
aprés Vintroduction de deux sacs doubles dans le: péritoine. L’un de: ces 
sacs (A) est altéré et rempli, dans sa loge externe, d’an liquide trouble. 
L’autre (B) est intact et plein de sérosité limpide. L’examen microscopique 
du sédiment provenant de la centrifugation de la sérosité trouble, révéle la. 
présence de trés nombreux polynucléaires, mais l'absence complete d’élé- 
ments microbiens colorables par le Ziehl-Neelsen. 

L’examen du centrifugat de la sérosité limpide, extraite de la loge externe 
du sac B intact montre au contraire la présence de bacilles: minces, isolés 
ow groupés. en petits amas, non acido-résistants, et par conséquent colorés 
en bleu. 

On ensemence le contenu bacillifére de la loge interne des deux sacs, 
dans 2 tubes (a et 6) de Lowenstein que l’om porte a l’étuve a 379. 

Au bout de vingt jours, apparaissent dans les 2 tubes des colonies, assez 
rares, mais typiques, de bacilles tuberculeux. Ce fait signifie, qu’aprés avour: 
séjourné cinquante-six jours dans des sacs de collodion placés dans l’abdo- 
men de lapins, les bacilles tuberculeux semblent avoir subi linfluence nui- 
sible du milieu et peut-étre aussi du pouvoir bactéricide de la sérosité péri- 
tonéale. 

On ensemence les sérosités extraites des loges externes de ces deux sacs- 
sur des milieux ordinaires et sur 4 tubes de Lowenstein. Les milieux ordi-- 
naires (gélose et bouillon) restent stériles. Les 2: tubes de Léwenstein ense- 
mencés. avec la sérosité trouble extraite de la loge externe du sac altéré (A), 
observés pendant trois mois, restent, eux aussi, stériles; de méme l’examen: 
périodique du raclage superficiel du milieu ne décéle aucun germe. 

Dans les 2 autres tubes ensemencés avec la sérosité riche en protogénes,. 
extraite de la loge externe du sac B (trouvé intact) on n’observe rien pendant 
longtemps, mais un raclage superficiel pratiqué le quatre-vingt-uniéme jour: 
révéle la présence d'une trés grande quantité de bacillles minuscules,. gra- 
nuleux, bleus, c’est-a-dire non acido-résistants. 

Alors on lave soigneusement les surfaces de ces: deux microcultures non 
apparentes et on fait des subcultures dans d’autres tubes de Lowenstein, de: 
Petroff, de Lubenau et de Petragnani, sur d’autres milieux a l’ceuf et dans 
des milieux ordinaires (pomme de terre glycérinée, gélose, bouillon). On, 
inocule. une partie du liquide de lavage (18 juillet 1933) dans la cuisse d’un 
petit cobaye (de 250 grammes). Ce cobaye était encore survivant et pesait 
660 grammes au 30 février 1934, c’est-a-dire sept mois plus tard. 

Tous les tubes ensemencés sont restés stériles. Quelques examens. du 
raclage des surfaces ensemencées se montrérent négatifs; négatives furent. 
aussi les subcultures ultérieures, faites quinze jours aprés les ensemence— 
ments. 


De ces expériences, en apparence sans, résultat, il ressort 
cependant un ensemble de notions intéressantes. 

Avant tout, elles confirment ce que nous avons dit & diverses. 
reprises dans nos précédents mémoires, c’est-A-dire que toutes 
les fois que le sac bacillifére, placé dans le péritoine d'un. 
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animal, subit une altération quelconque, on le trouve toujours 
rempli de leucocytes polynucléaires : le contenu du sac devient 
trouble. Lorsqu’on trouve limpide et transparente la sérosité 
des sacs, simples ou doubles, on peut avoir la certitude que 
ces sacs ont été rigoureusement confectionnés et qu’ils se sont 
conservés intacts. Il suffit donc de la seule inspection ou, tout 
au plus, d’un simple examen microscopique pour exclure immé- 
diatement toute sorte de doute sur l'intégrité des sacs. 

En outre, la constatation du nombre des protogénes tuber- 
culeux dans la loge externe du sac intact B et leur absence 
dans la loge externe du sac alléré A — absence vérifiée par 
l'examen le plus soigneux — nous amena a penser que, dans 
ce dernier cas, les protogénes ont été englobés par les phago- 
cyles, ou éliminés par les polynucléaires attirés 4 l’intérieur 
de la loge. On peut supposer, en conséquence, que les proto- 
génes tuberculeux sont doués d’une faible résistance méme 
vis-a-vis de l’action des leucocytes. En effet, les cultures néga- 
tives des tubes ensemencés avec la sérosité de la loge externe 
altérée, indiquent que, dans cetle sérosité, envahie par les 
leucocytes, les protogénes tuberculeux étaient complétement 
absents. 

Enfin, le résultat entitrement négatif des cultures et des 
subcultures dans les tubes ensemencés avec la sérosité extraite 
de la loge externe du sac B, bien que riche en protogénes 
tuberculeux, et malgré la présence — dans les deux premiers 
tubes de Lowenstein ensemencés depuis quatre-vingt-un jours 
— de formes bacillaires issues sans aucun doute des protogénes 
en question, signifie qu'un contact trés prolongé des protogénes 
renfermés dans un milieu confiné, avec la sérosité péritonéale, 
se montre défavorable au développement de ces fragiles éléments, 
méme dans les milieux nutritifs les plus convenables. 

Outre Vinsuccés de linoculation au cobaye, cetle déduction 
est appuyée par le fait que, dans cette expérience, l’apparition 
des premiéres microcultures dans les tubes de Lowenstein a 
été constalée seulement trois mois aprés, et les essais de repi- 
quage, dans d’autres milieux nutritifs, sont restés sans résultat. 

EXxpéRIENCE 4. — bape n° 4, de 2.500 grammes. Sacrifié au bout de soixante- 


dix jours. De la cavité péritonéale, on extrait les deux sacs doubles parfai- 
tement intacts. On ensemence le contenu des loges internes dans:deux tubes 
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de Léwenstein oi seulement trente-cing jours aprés poussent respective- 
ment deux et cing petites colonics ¢uberculeuses. Un nombre si petit de 
colonies et leur apparition si tardive, confirment encore une fois que le 
séjour prolongé, non seulement dans un espace confiné, mais aussi au 
contact plus ou moins direct de la sérosité péritonéale du lapin, finit par 
altérer la vilalité des bacilles tuberculeux méme adultes et virulents. En 
effet, la premiére apparition de macrocultures tuberculeuses dans les tubes 
de Lowenstein, ensemencés avec tout le liquide bacillifére extrait des loges 
internes des sacs restés dans le péritoine pendant des périodes de temps 
différentes, s'est produite, dans ces quatre expériences, suivant cet ordre : 


“ APPARITION 
; T DES CULTURES 
Ceres des colonies ADAGE 
EXPERIENCES bacilliféres dans les tubes et nombre des colonies 
veer de Low-nstein 

dans le péritoine TORbaniee E 
: qui se sont développées 

(en jours) 


Développement luxuriant. 
Cultures luxuriantes. 
Peu de colonies. 

2-5 colonies. 


On observe dans ce tableau, non seulement un retard croissant de l'appa- 
rilion des colonies, mais aussi la raréfaction graduelle de ces derniéres. 
Ce fait améne a penser que, outre un affaiblissement progressif de l’aclivité 
végétative,il y eut peut-étre une mortalité progressive et massive des bacilles 
tuberculeux a l’intérieur des sacs. 

Nous rappelons avoir déja signalé, dans notre second mémoire (1), l’action 
progressivement atténuante qui se manifeste sur les bacilles tuberculeux 
contenus dans la loge interne des doubles sacs restés longtemps dans la 
cavilé péritonéale du lapin. 

Nous montrerons dans la suite qu’un fail analogue se produit aussi dans 
les expériences in vi/ro, non au contact de Ja lymphe péritonéale, mais dans 
un milieu de culture trés convenable comme le liquide de Sauton. 

Ces constatations a légard des bacilles tuberculeux ne sont pas isolées. 
On sait qu’un long séjour des microbes pathogénes dans des sacs de collo- 
dion introduils dans le péritoine ou sous la peau des animaux, exerce une 
action atiénuante et méme microbicide. 

Dés les premiéres applications des sacs de collodion dans la technique 
microbiolugique, lun de nous (2) avait démontré que les bactéridies char- 
bonneuses se multiplient d’abord abondamment, mais sans production de 
spores, alintérieur des sacs; avec le temps, cependant, leur développement 
s’arréte et toutes les bactéridies, a la longue, dégénérent et meurent. 

Récemment, nous avons démontré qu’un long séjour des bactéridies 
pathogénes dans les sacs placés dans le péritoine de lapins, en atlénue la 


(4) Ces Annales, 1933, p. 187. 
(2) G. Sananettr, La destruction du virus charbonneux sous la peau des 
animaux sensibles. Ces Annales, 1893, p. 820. 
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virulence au point de les transformer en vaccins ou en saprophytes non 
pathogénes (1). 

Mais revenons aux résultats de cette quatritme expérience. Le contenu 
total des loges externes des deux sacs extraits du péritoine du quatriéme 
lapin, est centrifugé pendant une demi-heure (3.600 tours). Les préparations 
du centrifugat ne décélent pas le moindre élément, ni granuleux, ni_bacil- 
laire. On ensemence la sérosité dans des tubes de Lowenstein que l’on 
garde a l’étuve plus de trois mois. Aucune apparition de macroculture ou 
de microculture. Les raclages de la surface des tubes, effectués plusieurs. 
fois, n’ont jamais révélé la présence de formes bactériennes. Evidemment, 
en raison de la permanence trop prolongée dans un milieu confiné et au 
contact immédiat de la sérosité péritonéale du lapin, les protogénes qui se 
sont formés dans les loges externes des sacs, ont subi une lyse complete. 


Ill. — La culture des « protogénes tuberculeux » 
germés in vitro. 


L’ensemble des résultats de cette premiére série de recherches 
a confirmé encore une fois que l’on peut obtenir des cultures 
typiques de bacilles tuberculeux, par des ensemencements 
directs de leurs protogénes, développés in vivo, a l’intérieur 
des doubles sacs de collodion. 

Mais ce fait a lieu seulement quand les protogénes n’ont pas 
trop subi l’influence nuisible du contact prolongé avec la séro- 
sité péritonéale du lapin, sérosité qui se montre nettement 
dangereuse & la vie des microbes quand elle acquiert — spécia- 
lement dans le milieu confiné et clos des sacs — une certaine 
concentration dans le liquide de Sauton. 

On a vu, en effet, que les protogénes ont donné, sur Lowen- 
stein, une macroculture tuberculeuse typique au bout de dix- 
sept jours seulement, quand ils étaient resiés trente-cing jours 
dans le péritoine ; mais les protogénes extraits aprés un séjour 
de quarante jours dans le péritoine, ont exigé quatre-vingt- 
dix-sept jours pour donner seulement des microcultures non 
virulentes. Ces microcultures ont toutefois produit des submi- 
crocultures & développement plus accéléré (en seize jours); 
enfin, lors d’un troisiéme passage et aprés dix jours seulement 
de latence, elles ont donné des macrocultures typiques, douées 
d’une virulence normale pour le cobaye. 


(1) G. Sanarenir et A. Atgssanorini, Atténuation graduée, permanente et 
héréditaire, de la bactéridie charbonneuse par la lymphe péritonéale du 
lapin. Ces Annales, 51, 1935, p. 40. 
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Aprés un séjour plus prolongé, de cinquante-six jours, dans 
le péritoine du lapin, les protogénes, extraits de la loge externe 
des sacs, se montrent au microscope avec leur aspect bacillaire 
ordinaire ; mais dans les milieux de Lowenstein ils ne se déve- 
loppent qu’aprés quatre-vingt-un jours sous la forme d’une 
maigre microculture, constituée par de petits et minces bacilles 
eranuleux, non acido-résistants, non virulents et incapables de 
se reproduire dans les subcultures ultérieures. 

Enfin, lorsqu’on extrait le sac de collodion, aprés soixante- 
dix jours de séjour dans le péritoine, on n’observe, dans la 
sérosité de la loge externe, que des granulations bleues, inca- 
pables comme toujours de se reproduire méme dans les 
milieux de Lowenstein. Elles ne donnent ni microcultures, ni 
cultures éphéméres. 

Ces résultats démontrent qu'une pénétration limitée de la 
sérosité péritonéale dans la loge externe du sac n’empéche 
pas, d’abord, le développement des protogénes. Mais, plus tard, 
la sérosité péritonéale pénétre dans cette loge et se méle en 
proportion excessive avec le liquide de Sauton, exercant alors 
ses effets bactéricides. S’ajoutant aux conditions dysgénésiques 
représentées par un espace confiné et mal aéré l’action de la 
sérosité non seulement nuit a la vitalité et au pouvoir repro- 
ductif des protogénes, mais encore elle les affaiblit au point 
de les détruire complétement. 

Nous sommes ainsi amenés & conclure que, pour obtenir 
dans la loge externe des doubles sacs de collodion la proli- 
fération des protogénes, on peut méme négliger de placer les 
sacs dans le péritoine des animaux. Nous avons donc pensé que 
des résultats, peut-étre meilleurs, pouvaient étre obtenus par 
Vintroduction et le séjour des doubles sacs bacilliféres dans des 
tubes ne contenant que du liquide de Sauton. Dans ce but, nous 
avons entrepris une seconde série d’expériences in vitro. 


DervxiiME SERIE D’ EXPERIENCES 2n vitro, 


Premier groupe. 


Le 29 juin 1933, on remplit, comme d’ordinaire, les loges internes de onze 
sacs doubles de collodion, avec des émulsions de bacilles tuberculeux 
jeunes. Les loges externes recoivent du liquide de Sauton. Les sacs pré- 


1 
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parés de la sorte sont placés dans autant de grands tubes a essai contenant 
du liquide de Sauton. On laisse ces tubes a l’étuve & 37°. 


Expeéxience 1. — On extrait les doubles sacs des tubes n°* 7 et 8, au bout 
de trente cing jours. Les préparations de centrifugat du liquide de la loge 
externe des sacs, contiennent des granulations bleues trés menues. Les 
ensemencements du méme liquide dans 2 tubes de Léwenstein _restent 
stériles. Dans 2 autres tubes de ce milieu, ensemencés avec le contenu de la 
loge interne des deux sacs, on voit se développer réguliérement, au bout de 
‘douze jours, des macrocultures tuberculeuses typiques. 


Expérience 2. — On extrait les sacs des tubes n° 2 et n° 6 au bout de qua- 
rante-cing jours. Les préparations de centrifugat du liquide de la loge 
externe du sac extrail du tube n° 2, montrent de trés rares bacilles et des 
‘granulations bleues. Mais les ensemencements de ce liquide restent 
négatifs. 

Dans les préparations du centrifugat du liquide dela loge externe du sac 
extrait du tube n° 6, on observe de nombreuses granulations et des bacilles 
bleus, minces, isolés ou groupés en petits amas de trois A quatre éléments. 
‘Quelques-uns de ces bacilles semblent constitués par de fines granu- 
dJations. 

Les bacilles tuberculeux contenus dans la loge interne de ce sac se 
montrent rapetissés et trés granuleux, mais leur acido-résistance est parfai- 
‘tement conservée. 

On ensemence le contenu de chacune des deux loges, interne et externe, 
-de ce sac n° 6, dans 2 tubes de Lowenstein. Au bout de douze jours, dans 
Je tube ensemencé avec le contenu bacillifere de la loge interne, se déve- 
loppent des cultures tuberculeuses typiques. Aprés trente-huit jours, on 
racle la surface, apparemment stérile, du tube ensemencé avec le liquide 
riche en protogénes tuberculeux, extrait de la loge externe. Dans les prépa- 
rations, on observe de nombreux bacilles bleus, petits, en grande partie 
-granuleux, isolés ou réunis en amas. [] s’agit d’un commencement de micro- 
culture. On procéde alors 4 une subculture dans un autre tube de Léwen- 
‘stein. La microculture originelle reste, cependant, constamment inaltérée. 

Au bout de dix-sept jours, on observe, vers le fond du tube de la sub- 
culture, une autre microculture ayant aspect dun voile presque impercep- 
tible, semblable 4 de la rosée. Ce voile est formé d’une grande quantité de 
granulations et de nombreux petits bacilles colorés en rouge, c’est-a-dire 
doués d’acido-résistance. 

On doit se rappeler qu’Arloing et Dufourt (1) considérent aussi les bacilles 
acido-résistants des microcultures comme dérivant directement de l’ultra- 
virus tuberculeux. 

Plus tard, au vingt-troisitme jour de l’ensemencement de la subculture, 
4 Vendroit de Ja microculture primitive ayant l'aspect de rosée, ont déja 
poussé maintes petites colonies typiques de bacilles ltuberculeux. Ces 
colonies ne se développérent pas ultérieurement. Mais un passage sur 
pomme de terre glycérinée donna lieu, au bout de huit jours, a une macro- 
culture tuberculeuse luxuriante et caractéristique. 

Dans ce cas, on a donc observé le méme fait déjé remarqué dans les pré- 


(1) Sur les relations qui existent entre Tultravirus tuberculeux et les 
microcultures de Lowenstein. C. R. de la Soc. de Biologie, 115, 1934, p. 1414. 
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cédentes expériences in vivo, c’est-d-dire l’adaptation graduelle des proto- 
génes non acido-résistants, germés in vi/ro, 4 l'ultérieure prolifération sur 
des milieux artificiels : d'abord sous la forme de microcultures apparemment 
non visibles et formées de bacilles non encore acido-résistants; ensuite, 
sous l’aspect typique de macrocultures tuberculeuses, formées de bacilles 
acido-résistants. 


Expérience 3. — Au bout de cinquante-six jours (le 24 aout), on extrait les 
doubles sacs de collodion des tubes n° i et ne 11. 

Le centrifugat de la sérosité des loges externes de ces deux sacs révéle de 
rares granulations bleues, tres menues. Mais les ensemencements dans 
2 tubes de Lowenstein restent négatifs; négatives aussi restent les sub- 
cultures effectuées aprés vingt-deux jours de séjour a l’étuve, 

Les cultures du contenu des loges internes se montrent positives au bout 
de vingt-deux jours. 


Expérience 4, — Au bout de soixante-deux jours, le 241 aott, on extrait 
les tubes n° 3, 4, 5 et 40. 

On recueille tout le liquide contenu dans les loges externes de ces quatre 
sacs, dans un tube unique et on le centrifuge durant une demi-heure 
(3.600 tours). 

Le centrifugat se montre, au microscope, riche en protogénes granuli- 
formes, teints en bleu. On ensemence le liquide dans 2 tubes de Léwen- 
stein. : 

De méme on ensemence, dans 4 tubes de Léwenstein, le contenu extrait 
respectivement des loges internes des quatre sacs. Dans ces derniers tubes 
apparurent aprés vingt-cing jours seulement (25 septembre) des macro- 
cultures tuberculeuses typiques. 

Au contraire, dans les 2 tubes ensemencés avec le liquide des loges 
externes, il ne se développe rien, pas méme une microculture. 

Aprés treize jours d’étuve, on racle la surface de ces tubes et avec le 
raclage on pratique des ensemencements (2 subcultures). 

Le 21 octobre, le 4 novembre et le {** décembre on fait, par quatre fois, des 
subcultures. Le résultat fut toujours négatif. 

Les protogénes granuliformes de ces quatre sacs ne réussissent donc pas 
a se développer sur les milieux de Lowenstein. 


Experience 5. — Enfin, au bout de quatre-vingt-quatre jours, on extrait le 
dernier sac double du tube n° 9. 

Les ensemencements sur 2 tubes de Léwenstein du liquide de la loge 
interne donnent lieu seulement, quatre-vingt-onze jours aprés, a de trés rares 
colonies tuberculeuses. Evidemment le long séjour dans un milieu confiné 
et insuffisamment aéré a affaibli— de méme que dans la précédente expé- 
rience — les possibilités végétatives des bacilles tuberculeux. 

Le liquide de Ja loge externe de ce double sac, extrait aprés une immer- 
sion si prolongée dans le liquide de Sauton, ne montre aucune trace de pro- 
togénes. Les colorations ne révélent méme pas la présence de granulations 
bleues. 

Les ensemencements sur Léwenstein restent, eux aussi, stériles; il en fut 
de méme pour deux séries de subcultures pratiquées successivement, 
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Ces expériences in vitro vérifient tout d’abord le fait que 
nous avons décrit plus haut, en exposant les expériences in 
vivo. Nous avons, en effet, constaté que les premiéres colonies 
dans les tubes de Lowenstein ensemencés avec les émulsions 
bacilliféres des loges internes des sacs restés plongés plusieurs 
jours dans les tubes contenant le liquide de Sauton, ont apparu 
d’autant plus tard et se sont montrées d’autant plus pauvres 
que le sac bacillifére était resté plus longtemps dans le liquide. 

Cela ressort clairement du tableau suivant : 


APPARITION 


SEJOUR des colonies 


des sacs 


EXPERIENCES dans le liquide pany nce tapos ASPECT DES CULTURES 
de Sauton 
en jours 


de Liwenstein 
au bout de 
(en jours) 


Culture typique. 
Culture typique, 
Peu de colonies. 
Peu de colonies. 
Trés peu de colonies. 


Ce tableau est peut-étre encore plus démonstratif que celui 
concernant les expériences zn vivo. Car ici nous devons exclure 
un agent important d’atténuation microbienne, 4 savoir le 
pouvoir bactéricide de la sérosilé péritonéale, puisqu'il ne s’agit 
que de liquide de Sauton, un des meilleurs milieux nutritifs 
pour le bacille tuberculeux. L’affaiblissement progressif de la 
vitalité et aussi la mort des bacilles tuberculeux contenus dans 
les loges internes des doubles sacs de collodion ne peuvent, 
par conséquent, étre imputés a d’autres influences. 

Il faut, en effet, tenir compte que les bacilles tuberculeux sont 
des microbes trés aérobies. Cela est d’autant plus vrai que, méme 
dans les cultures dans un milieu liquide quelconque, ils ne se 
développent bien qu’en surface. Quand le matériel ensemencé 
tombe au fond des tubes ou des matras de bouillon ou de liquide 
de Sauton, les cultures, comme on sait, ne se développent 
pas. 

De toutes nos expériences avec les sacs de collodion, simples 
ou doubles, il ressort que les bacilles tuberculeux introduits 
dans les sacs s’y multiplient trés peu ; ils tendent 4 s’agglutiner 
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en petits amas, laissant toujours limpide le liquide dans lequel 
on les a émulsionnés. A la longue, on constate au microscope 
que les bacilles se rapetissent, tendent & devenir granuleux et a 
se résoudre en granulations. On y décéle toutefois des éléments 
bleus, c’est-a-dire de nouvelle formation et non capables — 
pendant leur séjour dans le sac de collodion — d’acquérir 
Vacido-résistance. 

Il est probable que les éléments ultrafiltrables qui traversent 
la paroi de la loge interne du sac, pour atteindre la loge externe 
et s’y développer, comme protogénes, proviennent de ves formes 
jeunes. La présence de celles-ci témoigne sans doute d'une 
activilé proliférative, quoique limitée et passagére, des bacilles 
auparavant introduits dans la loge interne. 

Les milieux clos, confinés et sans air, atténuent donc, a la 
longue, soit én vivo, soit én vitro le pouvoir végétatif des bacilles 
tuberculeux qui y séjournent. Un trés grand nombre peut-étre 
y périssent, si l’on en juge par le petit nombre de colonies qui 
apparaissent daus les tubes de Lowenstein ensemencés avec des 
bacilles qui ont séjourné plus longtemps dans les sacs, soit in 
vivo OU in VIErO. 

Ces résultats posent la question de savoir si c’est en raison 
de cette absolue néecessité biologique et non pour d'autres 
causes anatomo-physiologiques, que les bacilles tuberculeux 
s'implantent, se localisent et se multiplient de préférence dans 
lorganisme vivant, dans les tissus de l’organe qui est le plus 
aéré, le plus riche en sang oxygéné, c’est-a-dire le poumon. 

A cet égard, on peut aussi se demander si les résultats 
bienfaisants de la collapsothérapie relévent peut-étre plus que 
d'autres causes mal déterminées, des conditions d’anaéro- 
biose relative auxquelles on réduit l’organe bacillisé et que l’on 
rend atélectasique, dans des conditions telles qu’on pourrait 
le considérer comme moins favorable au développement local 
des bacilles tuberculeux. D’autre part, nous savons que, en 
général, le tissu pulmonaire est, en soi, bien prémuni contre 
action des microbes. 

Des observations de notre seconde série d’expériences nous 
pouvons donc, en ce qui concerne les protozénes tuberculeux, 
tirer les premiéres conclusions suivantes : 

Les protogénes peuvent se développer, non seulement in vivo, 


Oe need ed OT rete er 


Oe Ae a een 


lA ee i 
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mais aussi 2n vitro. Cela est démontré par le fait qu’on les a 
observés, sous l’aspect bacillaire ou granuleux, dans presque 
toutes les sérosités des loges externes des doubles sacs plongés 
dans le liquide de Sauton et ayant séjourné de trois & quatre 
jours a l’étuve. 

Mais leur adaptation ultérieure et leur développement, méme 
dans Jes milieux les plus convenables, ont été, comme cela 
ressort de ces expériences in vitro, absolument exceptionnels. 
‘On ne les a observés qu'une seule fois, dans la deuxiéme expé- 
rience ot on a obtenu en premier lieu une microculture non 
apparente, constituée par des bacilles tuberculeux non acido- 
résistants ; dans une seconde subculture, les bacilles ont acquis 
l’acido-résistance et, peu a peu, des colonies visibles a ]’ceil nu 
ont apparu. Des cultures luxuriantes se sont développées seule- 
ment lors de passages ultérieurs. 

Tout cela signifie donc, nous le répétons, que les protogénes 
tuberculeux sont des éléments trés fragiles, qui s’implantent 
avec une grande difficulté méme dans les milieux aujourd hui 
considérés comme les plus favorables. D’ailleurs, il semble aussi 
que le séjour dans l’espace confiné et sans air des sacs de collo- 
dion, de méme qu'il est peu favorable aux bacilles tuberculeux, 
soit, & la longue, préjudiciable & leurs protogénes, qui sont 
encore plus délicats et plus exigeants. 

En effet, dans la derniére expérience de cette premiére série, 
la recherche de ces éléments faite aprés quatre-vingt-quatre 
jours de séjour du double sac dans le liquide de Sauton, fut 
négative. 

On peut donc admettre quils étaient déja lysés. 


* 
* *¥ 


Les résultats peu satisfaisants de cette premiére série d’expé- 
riences in vitro, nous a conduits a essayer de diminuer le séjour 
des doubles sacs bacilliféres dans le liquide de Sauton. 

Nous avons fait une seconde série d’expériences in vitro, le 
5 septembre 1933, en introduisant dix doubles sacs bacilliféres 
— confectionnés comme nous l’avons déja dit — dans dix gros 
tubes a essai pleins de liquide de Sauton. 

Voici les résultats de ces nouvelles expériences. 
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Deuxiéme groupe. 


Expsérienck 4. — Le 19 septembre, c’est-a-dire aprés quatorze jours d’immer- 
sion, on extrait les doubles sacs des tubes n° 3, 4, 5 et 9. Les tubes n° 3 
et 5 sont pollués par le développement accidentel d’un B. mesentericus ; en 
conséquence, on en néglige l’examen. 

On ensemence séparément les sérosités trés limpides, extraites de la loge 
externe des autres deux sacs, n° 4 et n° 9, dans deux tubes de Léwenstein et 
sur pomme de terre glycérinée. Le résultat fut négatif. De méme, furent 
négatifs les examens répétés du raclage des milieux nutritifs et quatre tenta- 
tives de subculture effectuées le 31 septembre, le 21 octobre, le 4 novembre 
et le 1° décembre. 


Expkrience 2. — Le 25 septembre, soit aprés vingt jours d'immersion, on 
extrait les doubles sacs des deux tubes n** 6 et 7. Le contenu de la loge 
externe se montre trés limpide. On centrifuge dans trois petits tubes séparé- 
ment, pendant une demi-heure, 4 3.600 tours. L’examen microscopique décéle 
dans les trois centrifugats, de trés menues granulations bleues. On ense- 
mence dans des tubes de Léwenstein et sur pomme de terre glycérinée. 
Aucune culture n’a été obtenue; les examens périodiques et les nombreux 
essais de subcultures pratiqués n’aboutirent 4 aucun résultat. 


Expérience 3. — Le 5 octobre, c’est-a-dire aprés trente jours d'immersion, 
on extrait lesdoubles sacs n° 41 et n° 2. Le centrifugat des deux loges externes 
montre la présence d’un grand nombre de granulations et de petits bacilles 
bleus. 

On ensemence tout le contenu des deux loges dans deux tubes de Léwen- 
stein et sur pomme de terre glycérinée. 

Au bout de quinze jours, on observe dans l'un de ces tubes, la soudaine 
apparition de trois colonies trés petites, 4 peine visibles, qui, aprés avoir 
été quelque peu altérées par des prélévements restérent longtemps station- 
naires. 

Les préparations faites immédiatement aprés l’apparition de ces colonies, 
décelérent la présence de bacilles tuberculeux typiques, en grande partie non 
encore acido-résistants. Les jours suivants, tous les bacilles deviennent 
acido-résistants, mais les colonies, probablement parce qu’elles avaient été 
entamées, ne reprirent leur développement que quelques semaines plus tard, 
tout en demeurant trés petites. Les repiquages sur d’autres tubes de Léwen- 
stein et sur pomme de terre glycérinée, de ces premiéres colonies malingres. 
donnérent lieu, au bout de seize 4 dix-huit jours, 4 des macrocultures tuber- 
culeuses typiques. 

Une petite dose de bacilles prélevée de ces cultures, inoculée dans la cuisse 
dun cobaye de 230 grammes, amena la mort en quarante-deux jours par 
tuberculose généralisée. 

Les deux tubes de pommes de terre restérent stériles. 


EXPERIENCE 4, — Je 10 octobre, c’est-a-dire aprés trente-cing jours d’immer- 
sion, on extrait les doubles sacs des tubes n° 8 et n° 10. On mélange le con- 


tenu des deux loges externes, qui se montre trés limpide et on le centrifuge 
pendant une demi-heure 4 3.600 tours. 


a per. atai 
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Les préparations du léger sédiment montrent la présence d'un grand 
nombre de granulations et d’une certaine quantité de petits bacilles colorés 
en bleu. On ensemence tout le contenu des deux loges externes sur deux 
tubes de Lowenstein et sur deux pommes de terre glycérinées. Ces der- 
niéres restérent stériles. Mais le 4 novembre, c’est-d-dire vingt-quatre jours 
aprés l’ensemencement, on remarque, a la surface d’un tube de Lowenstein, 
vers le fond et au bord du milieu, l'apparition presque soudaine d'une trés 
petite colonie. On laisse cette colonie se développer et, le 9 novembre, on 
en fait une préparation colorée avec Ziehl-Neelsen. Celle-ci fourmille de 
petits bacilles acido-alcoolo-résistants, en grande partie granuleux, isolés ou 
réunis en petits amas et dont plusieurs contiennent des granulations bleues, 
comparables 4 des granulations métachromatiques. Les bacilles ont exacte- 
ment le méme aspect que ceux de la figure 8 (planche II) de notre second 
mémoire sur l’ultravirus tuberculeux, qui reproduit des bacilles d'une cul- 
ture sur milieu de Petroff, apparue trente-six jours aprés l’ensemencement 
de la lymphe extraite de la loge externe d’un double sac resté pendant 
trente jours dans le péritoine d'un lapin. 

Ces granulations bleues correspondent a celles décrites par Morton 
Cc. Kahn (4) comme des corpuscules polaires de bacilles tuberculeux récem- 
ment germés. 

A partir de cette colonie, on fait des subcultures sur Léwenstein et sur 
pomme de terre glycérinée. Au bout de quatorze jours apparaissent dans 
tous ces milieux des macrocultures tuberculeuses typiques. 


Cette seconde série d'expériences 2m vitro démontre égale- 
ment que la culture des protogénes tuberculeux dans les 
milieux les plus favorables, est trés difficile et irréguliére. 
Néanmoins, tenant compte de lous ces résultats, on est amené 
a admettre que le moment le plus favorable de leur développe- 
ment par ensemencement, sur les milieux artificiels, serait 
compris entre le trentiéme et le quarante-cinquiéme jours aprés 
Vintroduction des sacs bacilliféres in vivo, dans le péritoine 
des animaux ou in vitro, dans des tubes contenant du liquide 


de Sauton. 


Résumé et conclusions. 


Dans cette nouvelle série d’expériences sur le virus tuber- 
culeux, en employant 7n vivo et in vitro nos doubles sacs bacil- 
liféres de collodion, nous nous sommes avant tout proposé de 
vérifier si l’on peut obtenir plus facilement des cultures directes 
des protogénes sur les milieux d’élection considérés aujour- 


(1) Cycle de développement du bacille tuberculeux, d’aprés l'étude des 
germes vivants isolés. Ces Annales, 44, 1930, p. 259. 
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d’hui comme bien plus favorables que ceux que nous avions 
précédemment employés. 

Nous avons cherché, ensuite, 4 établir les moyens et les: 
limites d'utilisation des sacs de collodion pour ce genre de 
recherches; car il est logique de ne pas exiger d'un procédé 
technique plus de ce qu'il peut effectivement donner. 

De l'ensemble de nos observations, nous pouvons tirer les. 
conclusions suivantes : 

1° Il est confirmé que les protogénes tuberculeux qui se sont 
développés dans les loges externes des doubles sacs bacilliféres 
de collodion, restés quelque temps dans la cavité péritonéale 
des lapins ou dans des tubes contenant du liquide de Sauton, 
peuvent s’implanter et se développer également dans le nou- 
veau milieu de Liwenstein, aujourd’hui considéré comme le 
milieu d’élection pour les cultures tuberculeuses. Les proto- 
génes tuberculeux, le plus souvent trés faiblement pathogénes 
ou méme non pathogénes pour les cobayes, peuvent se déve- 
lopper, dans ce milieu, en macrocultures tuberculigénes 
typigues ou en microcultures non apparentes et non patho- 
génes. Ces derniéres cultures sont cependant capables de pro- 
duire, par subculture, des macrocultures douées de propriétés. 
tuberculigénes. 

2° L’emploi de milieux nutritifs & Peuf est indispensable 
pour ebtenir la culture des protogénes tuberculeux; les autres. 
milieux ne conviennent pas. Mais les plus grandes probabilités 
dimplantation des protogénes, méme sur le milieu de Lowens- 
tein, se rencontrent seulement quand on préléve les proto- 
genes de la loge externe des doubles sacs du collodion, du 
trentiéme au quarante-cinquiéme jour aprés leur introduction 
dans le péritoine des lapins, ou dans des tubes contenant du 
liquide de Sauton. 

3° Un séjour plus long, 2n vivo ou in vitro, affaiblit progres- 
sivement la vitalité et le pouvoir d'adaptation et de multipli- 
cation des protogénes tuberculeux. Parmi les. facteurs suscep - 
tibles d’empécher le développement ultérieur des protogénes 
qui se sont déja développés dans les sacs placés dans le péri- 
toine des animaux, il faut tenir aussi compte, bien qu'elle soit 
faible, de Vaction bactéricide exercée par la sérosité périto- 
néale. En effet, les ensemencements des protogénes, méme 
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présents en grand nombre dans le liquide extrait des loges 
externes des doubles sacs restés dans le péritoine des lapins 
ou dans le liquide de Sauton plus de quarante jours, demeurent 
stériles ou donnent lieu seulement a des microcultures tardives 
et limitées. 

On doit toutefois remarquer que, dans quelques cas, on a pu 
obtenir, par réensemencements suceessifs de ces microcul- 
tures, d’authentiques et typiques macrocultures tuberculeuses. 

Au dela. du cinquante-sixiéme jour de séjour, in vivo ou in vitro, 
méme en partant de sérosités riches en protogénes tuberculeux, 
on ne réussit plus & obtenir des macrocultures tuberculeuses, 
ni dans les premiers ensemencements, ni dans les réensemen- 
cements successifs. 

A partir du soixante-dixiéme jour, non seulement on n'ob- 
tient plus ni microcultures, ni macrocultures, mais dans le 
contenu des loges externes des doubles sacs, on ne trouve méme 
pas d’éléments colorables, granuleux ou bacillaires. On peut 
en déduire que les protogénes, aprés un si long séjour dans 
des milieux devenus impropres ou nuisibles, finissent par 
mourir et par se dissoudre. 

4° La diminution progressive du pouvoir végétatif des pro- 
togénes tuberculeux, se produit aussi dans les doubles sacs de 
collodion restés plongés longtemps dans le liquide de Sauton 
qui, pourtant, constitue un excellent milieu nutritif. Cela con- 
duit a penser que, dans ces cas, c’est le trop long séjour dans 
ces milieux confinés et sans air, qui influe sur la dégradation 
progressive des protogénes tuberculeux, sur l’arrét de leur 
développement et sur leur destruction. 

5° Le séjour prolongé dans des milieux confinés et sans air, 
se montre nuisible méme aux bacilles tuberculeux adultes et 
virulents. Plus on retarde l’extraction des doubles sacs de 
collodion du péritoine et des tubes de Sauton, et plus, par 
conséquent, on tarde 4 ensemencer le liquide bacillifére contenu 
dans la loge interne des doubles sacs, plus tardives et plus 
rares pousseront et se développeront les colonies tuberculeuses 
dans les milieux de Lowenstein. 

Cela signifie que les bacilles tuberculeux, séjournant long- 
temps dans les conditions exposées tout a I’heure doivent, ala 
longue, dégénérer et mourir. On comprend mieux ainsi pour- 
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quoi les bacilles tuberculeux se localisent de préférence dans 
un organe humain bien oxygéné et bien vascularisé comme le 
poumon, et on s’explique mieux les résultats heureux de la 
collapsothérapie dans la tuberculose pulmonaire. 

6° La technique des doubles sacs de collodion se préte trés 
bien pour révéler l'existence des éléments filtrables du virus 
tuberculeux, pour déceler les premiéres phases de leur germi- 
nation ainsi que de leur développement, et pour obtenir, au 
moyen de macrocullures ou microcultures successives sur des 
milieux appropriés, la démonstration de l’existence d’un cycle 
évolutif dans la biologie du bacille tuberculeux. 

L’inconstance des cultures positives, que l’on constale néces- 
sairement dans les ensemencements des protogénes tubercu- 
leux, méme en employant les milieux les plus favorables, 
reléve du fait que les protogénes obtenus des sacs de collodion 
ne présentent eux-mémes gu’un faible pouvoir végétalif, car 
ils ont germé et se sont développés dans un milieu confiné et 
sans air, c’est-a-dire dans des conditions absolument contraires 
a leurs plus indispensables exigences biologiques. 


PREMUNITION ANTITUBERCULEUSE 
DU COBAYE ET DU LAPIN NOUVEAU-NES 
AU MOYEN DU BCG ABSORBE PAR LA VOIE BUCCALE 


par L. NEGRE. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de recherches sur la tuberculose.) 


Dans dleux mémoires antérieurs (1), nous avons étudié, avec 
A. Calmetle et A. Boquet, la prémunition du cobaye et du lapin 
contre une infection tuberculeuse virulente au moyen du BCG 
introduit par les voies sous-cutanée et sanguine. 

Nous avons constaté que les cobayes qui ont recu 25 & 
30 milligrammes de BCG sous la peau, ou 5 milligrammes 
par la voie sanguine présentent une résistance a une infection 
d’épreuve qui dure six mois aprés la vaccination et se traduit 
par un retard de |’évolution de cetle infection par rapport aux 
témoins. 

Les lapins qui ont recu dans la veine 15 @ 20 milligrammes 
de BCG et qui sont éprouvés ensuite par inoculation intra- 
veineuse de 0 milligr. 001 ou 0 milligr. 0001 d’une souche 
bovine virulente, présentent, comme les cobayes, une résis- 
tance passagére manifeste & cette infection d’épreuve. 

Tous ces résultats ont été confirmés par les travaux d’I[ma- 
mura et Takahashii, Lange et Lydtin, OkelJl et Parish, Ran- 
covilz, Rolle, Satake, Tvekhnovitzer et Kochkine, ete. 

Dans un travail ullérieur (2), effectué avec A. Calmette et 
A. Boquet, nous avons montré que l’absorption répétée plu- 
sieurs fois de bacilles biliés par la voie buccale (6 repas de 
40 milligrammes et 4 repas de 20 milligrammes & vingt-quatre 
heures d’intervalle), est susceptible de conférer aux jeunes 
cobayes une résistance appréciable aux infections massives 


(1) Ces Annales, 35, septembre 1921; 36, septembre 1922. 
(2) Ces Annales, 38, mai 1924. 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 54, n° 6, 1935. AT 
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artificiellement réalisées par la méme voie (2 repas a vingt- 
quatre heures d’intervalle de 5 milligrammes d’une souche de 
bacilles tuberculeux virulents d'origine bovine). 

Alors que les témoins meurent deux mois et demi & trois 
mois et demi aprés l’infection avec des lésions tuberculeuses 
eénéralisées & tous les organes, les cobayes prémunis par inges- 
tion de BCG ne présentent, au méme moment, que des adénites 
mésentériques et quelques rares tubercules sur la rate et les 
poumons. Trois & quatre mois aprés le repas infectant, la résis- 
tance des animaux vaccinés fléchit et leurs lésions tendent a se 
généraliser 4 tous les organes. 

La méme expérience effectuée chez des cobayes adultes a 
donné des résultats moins probants. 

Dans les nouvelles expériences que nous relatons dans ce 
mémoire, nous avons cherché a nous rendre compte si, en pre- 
nant pour l’infection d’épreuve une voie autre que la voie 
buccale utilisée pour l’immunisation des cobayes, il serait pos- 
sible de mettre en évidence chez ces derniers une certaine 
résistance 4 la tuberculose. 

Pour nous placer, comme la premiére fois, dans des condi- 
tions se rapprochant le plus possible de l'infection naturelle, 
nous avons choisi la voie oculaire préconisée par A. Calmette 
et V. Grysez. 

Kn employant la voie buccale comme voie d’introduction 
du BCG et la voie oculaire pour l’épreuve virulente, nous avons 
étudié la résistance conférée par ce bacille-vaccin au cobaye 
nouveau-né. Nous avons, d’autre part, observé chez les ani- 
maux vaccinés les effets des revaccinations effectuées par la 
méme voie. D’autres expériences ont porté sur l’immunisation 
du lapin nouveau-né par la voie buccale et sur l’'influence du 
fractionnement des doses dans la prémunition du cobaye par 
la voie buccale et sa revaccination par la voie sous-cutanée. 


PREMUN:TION DU COBAYE NOUVEAU-NE PAR INGESTION 
pE 4 A 6 CENTIGRAMMES pe BCG 
DANS LES DIX JOURS QUI SUIVENT LA NAISSANCE. 


ExpERIENCE. — 4 cobayes nouveau-nés ingérent quatre fois 1 centigramme 
de BUG les deuxiéme, quatriéme, sixiéme et huitiéme jours aprés leur nais- 
sance. 
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Deux mois aprés, ils sont éprouvés, ainsi que 4 témoins du méme age, 
par instillation oculaire de 0 milligr. 1 de la souche bovine Vallée. 
Ils sont sacrifiés deux mois aprés l’infection. 


Les vaccinés ont des ganglions sous-maxillaires et cervicaux 
moins nombreux et moins volumineux que les cobayes témoins. 
Deux n'ont aucun tubercule sur la rate, le troisiéme a 2 tuber- 
cules et le quatriéme 3 tubercules sur la rate. Les cobayes 
témoins ont 2, 3, 5 et 6 tubercules sur leur rate qui est plus 
hypertrophiée que celles des vaccinés. 


EXPERIENCE. — 4 cobayes nouveau-nés ingérent six fois 1 centigramme de 
BCG, les deuxiéme, quatritme, cinquitme, sixiéme, septi¢me et huititme 
jours aprés leur naissance. Un meurt dans le mois suivant. 

Deux mois aprés, ils sont éprouvés, ainsi que 2 teémoins du méme age, par 
instillation oculaire de 0 milligr. 01 de la souche bovine Vallée. 

Ils sont sacrifiés deux mois aprés cette épreuve. 


Chez les cobayes prémunis, les ganglions sous-maxillaires 
et cervicaux sont moins hypertrophiés que chez les témoins et 
non caséeux. Leur rate est encore indemne de toute lésion. 

Les témoins ont des ganglions plus volumineux et caséeux. 
Leur rate présente 4 & 5 tubercules. 

Les cobayes nouveau-nés prémunis dans les jours qui suivent 
leur naissance, par ingestion de 4 a 6 centigrammes de BCG, 
ont, d’aprés ces expériences, deux mois aprés |’épreuve viru- 
lente, des lésions moins prononcées que les témoins. La diffé- 
rence entre les prémunis et les non prémunis apparait plus 
nettement lorsque la dose infectante est réduite : 0 milligr. 04 
au lieu de 0 milligr. 1 par instillation oculaire. 


PREMUNITION DU COBAYE NOUVEAU-NE PAR LA VOIE BUCCALE 
ET REVACCINATION PAR LA MEME VOIE. 


Aprés avoir constaté que l'ingestion de 4 & 6 cenligrammes 
de BCG dans les dix jours qui suivent la naissance donne au 
cobaye une certaine résistance a une infection virulente 
d’épreuve réalisée par la voie oculaire, nous avons cherché a 
voir comment les revaccinations effectuées par la méme voie 
entreliennent cette immunité. 
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Expérience. — 2 cobayes nouveau-nés ingérent 1 centigramme de BCG les 
septiéme, huitiéme, neuviéme et dixitme jours aprés leur naissance, au total 
4 centigrammes. Cinquante-quatre jours apres cette ingestion, ils réagissent 
positivement, par un léger épaississement de la peau, A une intradermo- 
réaction faite avec 0 c. c. 0 de tuberculine brute. 

Soixante-dix jours aprés, cette réaction est de nouveau effectuée. Elle est 
nécrotique chez le cobaye n° 4. Elle continue 4 ne se manifester que par un 
léger épaigsissement de la peau chez le cobaye n° 2. 

Quatre-vingt-deux jours aprés la premiére vaccination, ces 2 cobayes 
ingérent de nouveau, quatre jours de suite, 1 centigramme de BCG. 

Deux mois aprés cette revaccination, ces deux cobayes réagissent a la 
tuberculine toujours de la méme fagon, le n° 4, par une réaction nécrotique, 
le n* 2 par un léger épaississement. 

Quatre mois apres cette revaccination, les réactions a la tuberculine 
deviennent négatives chez ces deux animaux. 

Ils sont A ce moment éprouvés, ainsi que deux témoins, par instillation 
oculaire de 0 milligr. 01 de la souche bovine Vallée. 


Sacrifiés deux mois aprés cette infection virulente, les 
lésions ganglionnaires sous-maxillaires et cervicales des vac- 
cinés et des témoins sont a peu prés semblables. Les lémoins 
ont 7 & 8 tubercules sur la rate, alors que les prémunis n’en 
ont que 4 ou 2. 


Expkrience. — 2 cobayes nouveau-nés ingérent 1 centigramme de BCG les 
huitiéme, neuviéme, dixitme, onziéme et douziéme jours aprés leur nais- 
sance, au total 5 centigrammes de BCG. 

Cinquante et un jours aprés, l’intradermo-réaclion a la tuberculine reste 
chez eux négative. 

Soixante-deux jours aprés, elle est positive chez le cobaye n° 1 gous la 
forme d'un épaississement de la peau, négative chez le n° 2. 

Ces 2 cobayes sont a ce moment revaccinés par ingestion de 1 centigramme 
de BCG quatre jours de suite, au total 4 centigrammes. Quinze jours aprés, 
ils ingérent encore, quatre jours de suite, 1 centigramme de BCG, au total 
4 centigrammes. 

Six semaines aprés cette revaccination, ils réagissent a l’intradermo-réac- 
tion tuberculinique par un épaississement de la peau. 

Trois mois aprés cette revaccination, cette réaction, effectuée de nouvean, 
est nécrotique. 

Ces cobayes sont alors éprouvés, ainsi que 2 témoins, par instillation ocu- 
laire de 0 milligr. 1 de la souche bovine Vallée. 

Ils sont sacrifiés deux mois aprés cette épreuve. 


Leurs ganglions sous-maxillaires et cervicaux sont un peu 
plus gros que ceux des témoins et, comme eux, caséeux. La 
rale des prémunis ne présente que {1 ou 2 tubercules, alors que 
celle des témoins en a 6 ou 7. 
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Expéience. — 2 cobayes nouveau-nés ingérent 1 centigramme de BCG les 
deuxiéme, troisiéme, quatriéme et cinquitme jours aprés leur naissance, 
soit au total 4 centigrammes. 

Un mois aprés, le cobaye n° 1 réagit a l’intradermo-réaction A la tubercu- 
line par un épaississement de la peau, le cobaye n® 2 ne réagit pas. 

Ils sont revaccinés & ce moment par ingestion de 4 centigramme de BCG, 
quatre jours de suite, au total 4 centigrammes. 

Six semaines aprés cette revaccination, le cobaye n° 1 présente une réac- 
tion nécrotique a la tuberculine ; le cobaye n° 2 ne réagit pas. 

Trois mois aprés cette revaccination, ces réactions restent inchangées 
chez ces deux animaux. 

Ceux-ci sont 4 ce moment éprouvés par instillation oculaire de 0 milligr. 4 
de la souche bovine Vallée ainsi que 2 témoins. 

Ils sont tous sacrifiés deux mois aprés. 


Les prémunis ont des ganglions sous-maxillaires et cervi- 
caux moins volumineux que ceux des témoins et non caséeux. 
Leur rate est indemne, alors que celle des témoins a 74 8 tuber- 
c ues. 

Les cobayes revaccinés par la voie buccale & une ou deux 
‘reprises un, deux et trois mois aprés la premiére vaccination, 
paraissent se comporter comme ceux qui n'ont subi que la 
premiére prémunition au moment de leur naissance. Leurs 
lésions ganglionnaires sont souvent moins prononcées que 
celles des témoins. Leurs lésions spléniques sont toujours plus 


rares. 


PREMUNITION DU COBAYE: NOUVEAU-NE PAR INGESTION 
DE GROSSES QUANTITES DE BUG. 


Nous avons essayé de voir si, en augmentant dans de trés 
fortes proportions Ja quantité de BCG ingérée par le cobaye 
nouveau-né, on pourrait renforcer son immunité anlituber- 


culeuse. 


Expérience. — 6 cobayes nouveau-nés sont prémunis par quinze ingestions 
de 1 centigramme de BCG, effectuées tous les deux jours dans le mois qui 
suit leur naissance. 

Un mois aprés la fin des ingestions, ils sont éprouvés a la tuberculine par 
injection intradermique de 0 c. c. 1 de tuberculine brute. Ils réagissent posi- 
tivement par un épaississement de la peau, certains par un léger érylthéme. 

Ils sont infectés 4 ce moment, ainsi que 4 témoins, par instillation oculaire 
de 0 milligr. 1 de la souche bovine Vallée. 

Deux mois apres cette infection, ils sont tous sacrifiés. 
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Les ganglions cervicaux et sous-maxillaires des cobayes 
prémunis sont, en général, moins volumineux que ceux des 
Sinn 2 prémunis n’ont aucune lésion sur la rate, un a 

4 tubercules sur cet organe, 2 ont de nombreux tubercules sur 
cet organe. Chez les cobayes témoins, 1 n’a aucune Iésion sur 
les organes, 2 ont 4 a 5 tubercules sur la rate et quelques 
tubercules sur les poumons, 1 a de nombreux tubercules sur 
la rate et les poumons. 

Chez les cobayes prémunis par 15 ingestions de 1 centi- 
gramme de BCG, il y a donc moins de tendance a la générali- 
sation des lésions aux divers organes que chez les animaux 
témoins, mais la résistance conférée par cette absorplion massive 
de BCG ne parait pas supérieure 4 celle donnée par ingestion 
d’une quantité plus minime. 


PREMUNITION DU LAPIN NOUVEAU-NE 
PAR INGESTION DE SIX FOIS 1 CENTIGRAMME DE BCG. 


ExpirieNnce. — 9 petits lapins, 4gés de dix jours, absorbent par la voie buc- 
cale, six jours de suite, 1 centigramme de BCG, soit en tout 6 centigrammes. 
Ils sont éprouvés a intervalles réguliers par injection intraveineuse de 1/20 de 
centimétre cube de tuberculine brute. 

Sil’on ne tient compte que des élévations thermiques égales ou supérieures 
a 4° qui se sont produiles dans les heures qui ont suivi cette injection, 
4 lapin a réagi positivement un mois aprés la vaccination; 2 lapins ont réagi 
au bout de deux mois, 1 au bout de deux mois et demi, 1 au bout de trois 
mois et demi et 1 au bout de cing mois et demi. 

Mais si l’on prend aussi en considération des élévations thermiques com- 
prises entre 0°8 et 1°, 2 autres lapins ont réagi 4 la tuberculine aprés un mois 
et deux mois. 

Le neuviéme lapin est. mort d’infection intercurrente aprés sept mois 
d’observation sans avoir réagi positivement. 

Sur 9 jeunes lapins vaccinés avec le BCG & la naissance par la voie buc- 
cale, 8 animaux ont réagi posilivement 4 la tuberculine (6 fortement, 2 fai- 
blement). Ces réactions allergiques ont apparu dans un délai compris entre 
un mois et cing mois et demi. 

5 de ces lapins, pris parmi ceux qui ont réagi le plus précocement, ont été 
éprouvés trois mois aprés l’ingestion de BCG, ainsi que 4 témoins, par ino- 
culation intraveineuse de 0 milligr. 0004 de la souche bovine Cernay. 

Un mois aprés, un vacciné et 1 témoin meurent. Chacun d’eux présente 
4 ou 5 granulations sur chaque poumon. 

Quelques jours plus tard, 4 vacciné et 1 témoin meurent. Le vacciné ne 
présente pas de lésions pulmonaires. Le teémoin a de nombreux tubercules 
sur les poumons. 


Deux mois aprés l’épreuve virulente, les 3 vaccinés et les 2 témoins qui 
survivent sont sacrifiés. 
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Parmi les premiers, 2 n’ont que 3-4 5 tubercules sur chaque poumon, 1 a 
de nombreux tubercules pulmonaires. Chez les témoins, l'un a 7 ou 8 tuber- 
cules sur les poumons, l'autre de nombreuses granulations pulmonaires et 
2 tubercules rénaux. 


Cette expérience montre combien peut étre long le délai 
qui s’écoule entre la prémunition au BCG par la voie buccale 
et la manifestation de l’allergie. Chez tous les animaux qui 
avaient été sensibilisés a la tuberculine, la tuberculose d’épreuve 
a évolué sensiblement comme celle des animaux témoins. 
Cependant, d’une facon générale, les lésions ont été un peu 
moins marquées chez les prémunis que chez les témoins. Ces 
résultats peuvent s’expliquer par la sévérité de la voie d’épreuve 
employée. 


SuR L'INFLUENCE DU FRACTIONNEMENT DES DOSES DE VACCIN 
DANS LA PREMUNITION ANTITUBERCULEUSE PAR LE BCG. 


Nous avons montré, avec A. Calmette et A. Boquet (1), que 
des injections sous-culanées, répétées dix fois tous les deux 
jours, de 2 milligrammes de BCG prémunissent mieux les 
cobayes contre une infection tuberculeuse expérimentale que 
Vinjection unique de 20 a 30 milligrammes de ce bacille- 
vaccin. 

Plus récemment, J. Beerens (2) a vu dans notre labora- 
toire que des injections sous-cutanées & des cobayes, répétées 
vingt ou trente fois tous les deux jours, de 0 milligr. 01 de BCG, 
donnent & ces animaux une résistance & l'infection tuberculeuse 
que l’injection en une seule fois de 0 milligr. 2 ou 0 milligr. 3 
est incapable de leur conférer. Dix injections de la méme dose 
ne sont pas suffisantes pour obtenir le méme résultat. 

A la suite de ces 'constatations, nous avons cherché 4 nous 
rendre compte si l'ingestion répétée par des cobayes de doses 
fractionnées d’une quantité déterminée de BCG, provoque chez 
ces animaux l’apparition d’une allergie et d’une résistance a 
Vinfection tuberculeuse plus prononcées que l'ingestion en une 
seule prise de ces germes. 


(1) Ces Annales, 36, septembre 1922, p. 625. 
(2). C. R. Soc. de Biol., 112, 26 janvier 1933, p. 120. 
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Nous avons procédé, dans ce but, a l’expérience suivante : 


Exeertence. — 12 cobayes adultes ingérent en une seule fois 5 centigrammes 
de BUG. 12 autres cobayes du méme age absorbent par la voie buccale, a 
cing reprises, tous les deux jours, 1 centigramme de BCG, soit en tout 
5 centigrammes. 

Deux mois aprés ces ingestions, la sensibilité 4 la tuberculine de ces ani- 
maux est recherchée par injection intradermique de 0 c. o. 01 de tuberculine 
brute. 

Dans le lot des cobayes qui ont ingéré les 5 centigrammes de BCG en une 
seule fois, il y a trois réactions neltes (25 p. 100), trois réactions légéres 
(25 p. 100) et six réactions nulles (50 p. 100). Par contre, dans le lot des 
cobayes qui ont ingéré la méme quantité de BCG en cinq prises espacées 
on constate six réactions nettes (50 p. 100), trois réactions légéres (25 p. 100) 
et trois réactions nulles (25 p. 100). 


Tous ces animaux sont alors éprouvés par instillation oculaire de 0 milligr. 4 
de la souche bovine Vallée. Ils sont tous sacrifiés six semaines aprés. 


Les cobayes témoins présentent, avec des lésions ganglion- 
naires sous-maxillaires et cervicales, de nombreux tubercules 
sur la rate. Chez les cobayes qui ont ingéré le BUG, les lésions 
spléniques sont un peu moins prononcées que chez les témoins, 
spécialement chez ceux qui ont absorbé les 5 centigrammes de 
BCG en cinq prises de 1 centigramme. Dans ce dernier lot, 
4 cobayes ont & ce moment leur rate presque indemne de toute 
Jésion. 

Il ressort de cette expérience, que nous avons d’ailleurs 
répétée avec des résultals analogues, que lorsqu’une dose 
déterminée de BCG est ingérée en plusieurs fractions, les 
cobayes ainsi prémunis présentent une proportion de réactions 
positives 4 la tuberculine plus élevée et une résistance & une 
infection tuberculeuse d’épreuve un peu plus marquée que les 
animaux qui ont ingéré la méme quantité de BCG en une seule 
fois. 

A la suite de ces résultats favorables au fractionnement des 
doses de BCG employées dans la prémunition, nous avons 
essayé d’augmenter la résistance conférée au cobaye par 
absorption de ce germe par la voie buceale, en faisant a cet 


animal une série de dix injections sous-cutanées de 0 milligr. 04 


de BCG. 
Nous avons prémuni des cobayes nouveau-nés par ingestion 


de BCG & une ou deux reprises, puis nous leur avons injecté 
dix fois tous les deux jours, 0 milligr. 01 de BCG. 


PREMUNITION ANTITUBERCULEUSE AU MOYEN DU BCG 705 


Expérience. — 6 cobayes nouveau-nés ingérent, neuf jours de suite,a partir 
du quatriéme ou sixi¢me jour aprés leur naissance, 5 milligrammes de BCG, 
soit au total 4 centigr. 5. 

Un meurt le dernier jour de l'ingestion. On trouve des bacilles acido-résis- 
tants dans son foie. 

Six semaines aprés cette ingestion, un seul cobaye réagit a la tuberculine 
par un léger épaississement de la peau. 

Trois mois aprés cette ingestion, tous réagissent a l'intradermo-réaction a 
Ja tuberculine, 3 par une réaction nécrotique, 2 par un épaississement cutané. 

On leur fait ingérer & ce moment, quatre jours de suite, 1 centigramme de 
BCG, au total 4 centigrammes. 

Deux mois aprés cette revaccination, tous les cobayes réagissent al’intra- 
dermo-réaclion par une réaction nécrotique, sauf 1 qui ne présente qu’un 
épaississement de la peau. 

Quatre mois aprés la revaccination, les réactions sont moins fortes (une 
réaction nécrotique, un épaississement avec léger érythéme et trois épaissis- 
sements). 

Ces cobayes recoivent alors, tous les deux jours, dix injections sous- 
culanées de 0 milligr. 01 de BCG. 

3 meurent ayant | épreuve virulente qui est faite, deux mois aprés la revac- 
cination par voie sous-cutanée, par instillation oculaire de 0 milligr. 1 de la 
souche bovine Vallée. 3 cobayes témoins du méme Age sont éprouvés de la 
méme facon. : 

Tous ces animaux sont sacrifiés deux mois aprés I'infection virulente. 


Chez les cobayes prémunis, les ganglions sont sensiblement 
du méme volume que chez les témoins. Les premiers pré- 
sentent une rate indemne de toute lésion, alors que les cobayes 
témoins ont 8 a4 10 tubercules sur cet organe. 


' ExpériENCcE. — 7 cobayes nouveau-nés ingérent, six jours de suite, a partir 
du troisiéme jour aprés leur naissance, 6 centigrammes de BCG. Six 
semaines aprés, 6 d’entre eux recoivent, dix jours de suite, dix injections 
sous-cutanées de 0 milligr. 01 de BCG. 1 est conservé comme témoin. 

Six semaines aprés cette série d'injections sous-cutanées, ce dernier 
cobaye, de méme que les 6 quiont recu les injections sous-cutanées de BCG. 
sont éprouvés avec 4 cobayes neufs duméme age par instillation oculaire de 
0 milligr. 01 de la souche bovine Vallée. 

Ils sont tous sacrifiés six semaines aprés l’épreuve virulente. 


Il n’y a pas de grandes différences entre les lésions ganglion- 
naires des cobayes prémunis et celles des témoins. Les gan- 
glions des prémunis sont, en général, un peu plus volumineux, 
mais moins nombreux que ceux des témoins. 

Pas un seul des 6 cobayes prémunis par la voie buccale, purs 
par la vote sous-cutanée, na de /ésions sur la rate. Les cubayes 
témoins ont 10 a 20 tubercu/es sur leur rate 
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Le cobaye qui avait ingéré & sa naissance le BCG, mais qui 
n’avait pas recu les injections sous-cutanées de bacille-vaccin, 
a 2 tubercules sur la rate et se classe ainsi entre les cobayes 
qui ont recu la série d'injections sous la peau et les cobayes 
témoins. 

Ces expériences montrent que l’adjonction & l’immunisation 
par la voie buccale de dix injections sous-cutanées de BCG 
renforce d’une facon trés nette la résistance conférée a cet 
animal par l'‘absorption préalable de ce germe. 


ConcLusIons. 


Chez les cobayes nouveau-nés, prémunis par ingestion de 4 
a 6 centigrammes de BCG et chez ceux prémunis de la méme 
facon et revaccinés par la méme voie avec les mémes doses, 
linfection virulente d’épreuve réalisée par voie oculaire avec 
une quantité faible d’un bacille virulent (0,1 ou 0 milligr. 01) 
évolue d’une facgon différente que chez les animaux témoins du 
méme age. 

Chez Jes vaccinés, l’évolution de Vinfection est relardée et 
en général moins prononcée. 

Dans la plupart des cas, chez les prémunis, les ganglions 
sous-maxillaires et cervicaux infectés sont plus rares et les 
tubercules spléniques moins nombreux. 

La résistance relative conférée au cobaye nouveau-né par 
absorption préalable de BCG peut donc étre mise en évidence, 
aussi bien vis-a-vis d’une infection d’épreuve réalisée par la 
voie oculaire que vis-a-vis d’une infection par la voie digeslive. 

Par contre, chez le lapin nouveau-né prémuni par la voie 
buccale et éprouvé par la voie sanguine, quoique avec une dose 
faible de bacilles virulents, les lésions sont sensiblement les 
mémes chez les vaccinés et chez les témoins. On peut attribuer 
cet échec & la sévérité de la voie d’infection employée, puisqu’il 
n’en est pas de méme lorsque les animaux sont éprouvés par 
la voie digestive. 

I] ressort de nos expériences qu'il y a tout intérét, pour 
augmenter l’efficacité de la prémunition antituberculeuse par 
le BCG, & faire absorber une dose déterminée de ce germe en 
plusieurs prises fractionnées, par exemple 5 centigrammes en 
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cing prises de 1 centigramme tous les deux jours. On obtient 
ainsi une proportion de réactions positives & la tuberculine 
plus élevée et une résistance & une infection d'épreuve plus 
prononcée que si la méme quantité de BCG (5 centigrammes) 
est ingérée en une seule fois. 

Si on fait suivre la vaccination du cobaye nouveau-né par 
absorption de 4 & 6 centigrammes de BCG d’une série de dix 
injections sous-cutanées de 0 milligr. 01 de ce germe, effectuées 
un mois aprés, on obtient un renforcement trés considérable 
de la résistance conférée a cet animal par la premiére vaccina- 
tion. 

D'une fagon générale, on peut conclure de cette étude qu'il 
y a plus intérét, pour donner au BCG sa pleine efficacité, a 
multiplier les prises qu’é augmenter les doses (4). 

D’aprés tout ce que nous savons sur le mécanisme de !’infec- 
tion bacillaire, on peut supposer que les absorptions ou les 
réinfections successives de BCG agissent en favorisant la mul- 
tiplication de ce germe dans le systéme lymphatique ow il tend 
a se généraliser, comme l’ont montré Calmette et Guérin, et 
qu’elles augmentent ainsi ses effets. 


(1) C’est ce qui ressort également des expériences que Ch. Duprez vient 
de publier (C. R. Soc. de Biol., 417, p. 832). 


ANALYSE SEROLOGIQUE 
DES DIFFERENTES FRACTIONS LIPOIDIQUES DU BCG 


pir E. CHARGAFF et W. SCHAEFER. 


(Institut Pasteur. 
Laboratoires de Recherches sur la tuberculose.) 


L'un de nous ({) a révemment étulié la séparation des 
lipides du BCG (phosphatide, graisse el cire) selon la méthode 
de R. J. Anderson (2) et les propriétés chimiques de ces frac- 
tions. Sauf en ce qui concerne les cires, la composition chi- 
mique des lipides de ce bacille avirulent ne differe pas sensi- 
blement de celle des lipides d'autres bacilles acido-résistants (3). 
Il nous a paru intéressant d’étudier les propriétés sérologiques 
de ces fractions, et de déterminer, en particulier, si les lipides 
du BUG sont un hapténe ou un antigéne vrai, 4 quelle fraction 
celte propriété appartient et si cette fraction est active par 
elle-méme ou par quelque impurelé adhérente. 


I. — Puoseuative. 


Le phosphatide étudié par nous es! une préparation pure, 
obtenue selon les méthodes décrites dans le travail cité. C’est 
une poudre jaunatre, qui entre en fusion & 115°. I] contieut 
1,6 p. 100 de phosphore et 0,4 p. 100 dazote, et ne donne pas 
les réactions des protéides. Nous n’avons pas obtenu de réac- 
tions de floculation avec ce phosphatide et un sérum anti-BCG 
de cheval qui, cependant, floculait trés bien avec différentes 
préparations de polyholosides du méme bacille préparées par 


(1) E. Cuarcare. Zeitschr. physiol. Chem., 217, 1933, p. 115. 

(2) Journ. biol. Chem., 74, 1927, p, 525. 

(3) Pour la bibliographie sur les propriétés sérologiques des lipides du 
bacille tuberculeux, nous renvoyons au résumé de E. Wirgssxy et R. Kiin- 
GENSTEIN, Ergebnisse der gesumten Tuberkuloseforschung, 5, 1933, p. 125, et a la 
publication récente de K. Peversen-Bsgrcaarn. Zeitschr. Immunildtsjrsch, 82 
1934, p. 258. 
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nous et sur lesquelles nous reviendrons (1). C’est pourquoi nous 
avons employé la réaction de fixation du complément. 

Les sérums employés pour ces recherches provenaient de 
chevaux immunisés par plusieurs injections intraveineuses 
de BUG. Pour l'usage, le phosphatide était émulsionné a 
4 p. 1.000 dans de l’eau physiologique. 

Nos expériences ont montré que le phosphatide est un véri- 
table antigéne, car non seulement il donne une réaclion de 
fixation, mais aussi il produit des anticorps antiphosphati- 
diques chez les lapins immunisés par six injections de 1 milli- 
gramme par voie veineuse. 

Quant & Ja spécificité de cet antigéne, elle est lout a fait 
comparable a celle de l’antigeéne méthylique de Boquet et Négre 
préparé 4 partir de bacilles humains et bovins; son aclivité est 
cependant un peu plus faible. 

Une comparaison des deux antigénes vis-a-vis de plusieurs 
sérums de malades a donné des résultats identiques. En oulre, 
le phosphalide du BCG réagit avec un sérum de lapin traité par 
des injections d’une émulsion aqueuse d’antigéne méthylique 
et inversement l’antigéne méthylique a fixé le sérum d'un 
lapin traité par des injections des phosphatides du BCG. 
Aucun de ces antigénes, par contre, n’a réagi avec des sérums 
antiprotéidiques tuberculeux (2), ni avec des sérums normiaux 
de cheval ou de lapin. Le phosphatide du BCG réagit comme 
Vanligene méthylique non seulement avec des sérums anli- 
BCG, mais aussi avec les sérums anti-humains et anti-aviaires 
expérimentaux (3). Les propriétés antigénes de ces phosphatides 
élant ainsi confirmées, nous nous sommes demandé si l’aclivilé 
quils manifestent Jeur appartien| en propre ousi elle est lise 4 
la présence d’une autre substance. On pouvait penser, en 
effet, qu’une substance hydrosoluble, un polyholoside, par 
exemple, adhére au phosphatide ou qu'elle en est libérée au 
cours de la préparation de l’émulsion aqueuse. Pour répondre 
a cette question, nous avons fait plusieurs expériences dont 
nous donnons l’exemple suivant : 


(1) Voir, par contre, C. A. Doan. Proc. Soc. exp. Biol. Med.. 26, 1929, p. 672. 

(2) W. Scaarrer el G. Sanpor Ces Annales, 53, 1934, p. 72. 

(3) Ces expériences ont été entreprises en collaboration avec le D" A. Beck 
qui n’a pas pu les continuer par suite de son départ. 
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Exeénrence. — 15 milligrammes de phosphatide ont été émulsionnés par 
petites fractions dans 15 cent. cubes d'eau physiologique. 5 cent. cubes de 
cette émulsion ont été fortement centrifugés. Le résidu sec de centrifugation 
pesait 4 milligr. 9. La quantité dissoute était par conséquent trés faible. 
Néanmoins le pouvoir fixateur de la solution centrifugée était tres net et 
presque aussi fort que celui de l’émulsion phosphatidique totale (comparer, 
tableau I, colonnes a et 6). Il s’ensuit que de trés faibles.quantilés suffisent 
pour donner aux solutions une activité sérologique et que la plus grande 
partie de la substance dispersée dans le milieu sous forme de flocons, sépa- 
rables par centrifugation, par contre n’intervient d’aucune facon. 


TasLeau I. 


a b c d e f 
DILUTIONS acne ane Ler EXTRAIT] 2° EXTRAIT|3€ EXTRAIT| BMULSION 
u n ‘ 
d’antigéne | phosphatide aprés — aqueux aqueux aqueux du résidu 
dn BCG | centrifugation du résidu | du résidu | du résidu lavé 


a 1p. 1,000 de a 


fA | th++ ) ttt | tt+t+ | +444 | +4+4+4 | +4+4+4+ 
22 | +444] +444 | +444 [4444+ | +444 | +444 
24 | +444] +4+4+ | +4+4+4+]) 444+) ¢4+ | +444 
8 | +4+4+4+ } +4+4++ | 4444) 4+4+44+) -— | +44+4+ 
: +4+++ |] +444 | 4444+] - ++ 
232 | +4+4+4+ ) +444 | +4 


: 64 SAP Rear Ilo SPaArsear 
(28 li Rel ee eat 


Se RE RE Ee 
— 
a 


Paar 


Une autre partie de l’émulsion (3 cent. cubes) a été centrifugée, le culot 
fut émulsionné dans 5 cent. cubes d’eau physiologique. On centrifugea de 
nouveau, et on remit le culot en émulsion dans une nouvelle quantité d’eau 
physiologique. On répéta cette extraction aqueuse du culot encore une fois 
et on émulsionna finalement celui-ci dans 5 cent. cubes d’eau physiologique. 
L’émulsion originale, le liquide décanté aprés centrifugation, les trois extraits 
aqueux du culot et l’émulsion finale du culot ont été examinés au point de 
vue de leur pouvoir antigeéne. (Tableau 1, partie supérieure.) Ensuite les 
extraits aqueux ont été traités dix fois de suite par l’éther en les agitant pen- 
dant assez longtemps dans une ampoule 4 décantation, puis on chassa par 
le vide les traces d’éther et on détermina leur activité sérologique (partie 
inférieure du tableau I). Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau 
ci-dessus. Les témoins des divers antigénes n’y sont pas mentionnés. 
L’émulsion originale et le liquide décanté aprés centrifugation (a et 6) étaient 
empéchants jusqu’a la dilution au quart, par contre les extraits successifs 
c, d,e et ’émulsion du résidu n’ont montré aucun pouvoir anticomplémentaire. 
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L’expérience montre : 1° que l’émulsion originale et le 
liquide décanté aprés centrifugation ont presque le méme pou- 
voir antigénique; 2° que tous les extraits aqueux du résidu 
ont acquis aussi une activité antigénique et que |’émulsion 
finale du résidu lavé posséde encore un pouvoir fixateur impor- 
tant; 3° que les extraits aqueux ont perdu toute leur activité 
sérologique par des lavages & |’éther, dix fois répétés. (Nous 
avons di répéter ces lavages a l’éther aussi souvent, parce 
qu’aprés trois lavages les solutions se montraient encore fai- 
blement actives). Nous pouvons donc conclure que la substance 
anligéne ne peut étre ni une impureté hydrosoluble du phos- 
phatide, ni une substance hydrosoluble libérée du phosphatide. 
Car, dans ce cas, le résidu aurait di étre inactivé aprés ces 
lavages répétés avec l’eau. I] parait beaucoup plus probable 
que le phosphatide est lui-méme |’antigéne qui est dissous en 
trés petite quantité dans l’eau — probablement sous une forme 
colloidale — et peut en étre extrait, comme nous avons vu, 
_ par l’éther. . 

Une autre question est de savoir si le phosphatide peut étre 
considéré comme un lipide rigoureusement homogéne au point 
de vue sérologique ou s'il est un mélange de différents lipides 
dont un seul serait le véritable antigéne. L’analyse des phos- 
phatides des bacilles acido-résistanis effectuée par R. J. 
Anderson et ses collaborateurs (1), avait montré que ces phos- 
phalides sont composés d’un polyholoside phosphoré et d’une 
série d’acides gras solides et liquides formant des esters avec 
celui-ci. Les acides gras liquides, parmi lesquels se trouve 
Vacide phthioique C*H0?, sont particuliérement intéressants 
au point de vue chimique. On peut s’imaginer la constitution 
des phosphatides de la fagon suivante : ou une seule molécule 
du polyholoside est estérifiée avec toute la série des différents 
acides gras, trouvés dans le phosphatide, ou le phosphatide est 
un mélange de différents esters du polyholoside dans chaque 
molécule duquel les groupements hydroxyles ne sont estérifiés 
qu’avec un seul ou deux acides gras. Dans ce dernier cas, il 
serait possible qu'une seule fraction du phosphatide, par 
exemple l’ester qui contient les acides gras liquides spécifiques, 


(4) Voir E. Caanearr. Handb. d. biol. Arbeitsmeth, 12, 22, 1933, p. 109. 
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soit l’'antigéne actif au point de vue sérologique. Pour élucider 
ce probléme, nous avons opéré comme il suit. 


Exeérience. — 21 milligr. 5 de phosphatide ont été triturés dans de petites 
portions d’alcool méthylique (2 cent. cubes) dix fois successivement Aprés 
quelque temps, les flocons non dissous ont été séparés par centrifugation 
et la solution a élé portée & 20 cent. cubes exactement. Le résidu non dis- 
sous pesait 17 milligr. 5. 1 cent. cube de la solution contenait donc 
0 milligr. 2 de la substance. Le résidu non dissous (17 milligr. 5) fut traité 
de nouveau par 5 cent. cubes d’alcool méthylique en chautfant légérement. 
On centrifugea aprés quelque temps et le liquide décanté fut porté a 
5 cent. cubes. Le résidu insoluble de cette deuxiéme opéralion pesait 
46 milligr. 5. La deuxiéme solution en alcool méthylique avait donc la méme 
concentration que la premiére. Ces deux solutions ont été étudiées compa- 
rativement au point de vue de leur aclivité sérologique. 

0c. c. 25 de dilutions décroissantes des deux solutions ont été mélangées 
avec 0c. c. 25 d’alexine diluée au 1/15 et 0 c. c. 25 de sérum anti-BCG dilué 
au 1/5 et laissés pendant une heure a l'étuve Puis on ajouta 0 c. c. 5 d'un 
mélange en parties égales de sérum hémolytique (cing doses minima lysantes) 
et de globules de mouton a 5 p. 100. Le résultat de la 1éaction de fixation 
est représenté dans le tableau ci-dessous sans les témoins des antigénes 
qui n'ont montré aucun pouvoir empéchant aux dilutions employées. 


TaBLEAu II. 


REACTION DE FIXATIUN OBTENUE AVEC 0 c.c. 25 
D’ALEXINE AU 1/45, 0 c.c. 25 DE SERUM ANTI-BCG 
au 1/5 et 0 C.C. 25 DE DOSES DECROISSANTES DES 
ANTIGENES SUIVANTS : 


DILUTION DES ANT.GENES 


a b 


Solution du résidu 
du phosphatide 
dans l'alcool méthylique 


Solution du phosphatide 
dans l’aleool méthylique 


apy 
+4+4++ 
+4+4++ 
aoe 
++4++ 


Le tableau montre que les deux solutions du phosphatide 
dans l’alcool méthylique possédent presque Ja méme activité. 
Le traitement répété du phosphatide par l’alcool méthylique 
n’a donc pas permis d’obtenir des fractions d'une activité séro- 
logique différente. Tout au contraire, la solubilité de notre 
préparation ainsi que son activité sérologique sont restées les 
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mémes. On en pourrait conclure que la fraction phosphati- 
dique est homogéne — au moins au point de vue sérologique 
— et que c’est elle-méme qui représente l’antigéne. 

La solubilité du phosphatide dans alcool méthylique est de 
0 milligr. 2 par centimétre cube & 22°. Comme 0 ¢. c.25 d'une 
‘solution au 1/160 sont encore suffisants pour donner une réac- 
tion de fixation, la quantité minima active du phosphatide 
comme antigéne fixateur est de 0 milligr. 0003. 


Il. — Graisse. 


La graisse bacillaire étudiée (1) était une substance molle, 
jaunatre, fondant a 41°. Son indice d’iode était 40,7, l’indice 
de saponification 220,8, ‘indice d’acides libres 78,8. Une émul- 
sion 4 1 p. 1.000 en eau physiologique employée comme anti- 
géne a montré une activité sérologique quarante fois plus 
faible que celle du phosphatide. Etant donné que les graisses 
- contiennent 2 4 3 p. 100 de phosphatides en se basant sur leur 
contenu en phosphore, [activité sérologique de la graisse peut 
étre attribuée 4 cette impureté. 


III. — Crre. 


La cire bacillaire, la seule fraction du BCG présentant le 
phénoméne de l’acido-résistance, formait une poudre blanche 
fondant a 48°. Elle ne contenait que des traces minimes de 
 phosphore et d’azote et ne donnait aucune réaction des pro- 
téides. [l était extrémement difficile & obtenir des suspensions 
homogénes de la cire et nous n’avons pas réussi, méme avec 
la méthode de H. Kraut et H. Burger (2), & préparer une émul- 
sion stable de ce produit. Dans nos expériences, la cire s’est 
montrée totalement inactive dans la déviation du complément. 


Résumés. 


Parmi les fractions lipoidiques du BCG (phosphatide, 
graisse, cire), le phosphatide seul a fait preuve d’activité anti- 


(1) E. Cnaroarr. Zeitschr. Physiol. Chem., 247, 1933, p. 115. 
(2) Zeitschr. Physiol. Chem., 209, 1932, p. 49. 
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génique in vitro et in vivo. Cette activité ne peut pas étre attri- 
buée & une impureté soluble dans l'eau ou dans l’alcool, qui 
adhérerait au phosphatide. Elle appartient au phosphatide lui- 
méme et se manifeste encore d’une facon évidente lorsqu’on 
emploie une dose minime (0 milligr. 0003) de ce produit (4). 


(1) L'un de nous (E. Ch.) tient & exprimer sa sincére gratitude 4 la Fon- 
dation Rockefeller pour la subvention qu’elle lui a accordée pour ce travail. 


SUR LA VARIATION MICROBIENNE 
OBSERVEE DANS UNE SOUCHE DE 8. DYSENTERIZ 


(GROUPE GAY-HARRIS) : 

AVEC QUELQUES OBSERVATIONS NOUVELLES 
SUR LA VALEUR COMPARATIVE DES VACCINS 
SOLUBLES ET INSOLUBLES 
EN IMMUNOLOGIE 


par Artnur COMPTON. 


(Laboratoire Municipal d Alerandrie, Egypte.) 


Au cours de mes recherches sur la valeur du bactériophage 
dans le traitement de la dysenterie bacillaire (Compton, 1929), 
jai entrepris |’étude systématique des microbes isolés des 
selles de malades suspects de dysenterie bacillaire aigué (1). 
C'est ainsi que j’ai pu isoler un bacille assez curieux différent 
du Shiga, du Flexner, du Hiss (y compris le Sonne) et du 
Strong. I] poussait tantét en colonies opaques sur gélose avec 
une belle fluorescence vert doré, vues par réfraction, tantot 
en colonies translucides sans fluorescence (fig. 4). 

Je me rendis compte que j’élais en présence d’un cas de 
« dissociation » microbienne et, par des expériences d’agegluti- 
nation croisée et d’identification par les réactions bio-chimiques, 
j'étudiai le phénoméne qui, de prime abord, ne se présentait 
pas comme les transformations « smooth » et « rough » des 
auteurs anglais (Arkwright, 1921 ; Todd, 1928) qui était d’ail- 
leurs 4 l’ordre du jour vers ce temps-la. 

Notre microbe se rapprochail par ses réaclions bio-chimiques 
du germe décrit par Macé (1913) sous les noms de Gay et 


(1) 100 souches isolées a Alexandrie pendant 1927-1929 se répartissaient 
d’aprés la fermentation des sucres, y compris des producteurs et des non- 
producteurs d’indol, comme suit : groupe Hiss, 40,2 p. 100; groupe Shiga- 
Schmitz, 21 p. 100 ; groupe Flexner, 16,3 p. 100; groupe Gay-Harris, 10,3 p. 100; 
groupe Saigon, 4,5 p. 100; et d'autres, 7,5 p. 100. 
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Duval (1903), qui l’avaient isolé des selles de « summer diar- 
rhoea » d’enfants en Amérique; nous le rencontrames plus tard 
dans la littérature sous le nom de Harris (Stitt, 1929). 

C’est un cocco-bacille, Gram négatif, immobile, ne fermen- 
tant pas le lactose, mais fermentant avec production d’acide 
seulement, le glucose, le maltose, le saccharose, la mannite, la 
dulcite, et faiblement la dextrine. La gélatine n’est pas liquéfiée. 
La peptone est altaquée avec production d’indol. Cette derniére 
donnée manque dans les descriptions que j’ai pu consulter du 
bacille de Gay et du bacille de Harris. Bergey (1926) n’en parle 


Fic. 1. — Deux variantes opaque (O) et semi-translucide (T) d'un B. dysente. 
rie (groupe Gay-Harris) isolé d'un cas de dysenterie aigué 4 Alexandrie 
(Egypte); X10. I indique un processus de transformation O vers T. 


pas dans son manuel classique des espéces baclériennes. 

Si notre microbe n'est pas identique aux leurs, il appartient 
tout au moins au méme groupe général que ceux de Gay et de 
Harris. Nous proposons de l’appeler provisoirement B. dysen- 
terie alexandrinus. 

Pour nous assurer d’une facon certaine que les deux colonies 
opaques 0 et translucides T — la colonie T dérivant de la 
colonie O en culture artificielle (par repiquage d'une colonie O 
pure dans le bouillon, puis par isolements sur gélose tous les 
trois ou quatre jours) — représentaient la méme entité micro- 
bienne, c’est-a-dire qu’elles étaient issues de la méme souche, 
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nous avons préparé des antisérums de lapin en vue d’une expé- 
rience d’agglutination croisée. Nous avons constaté que le 
sérum anti-O agglutinait O et T, lesquels étaient également 
agglutinés par le sérum anti-T. [| s'agissait d’un cas authen- 
tique de dissociation microbienne. 

Ce point établi, nous avons entrepris une longue série 
d’expériences pour élucider la question de savoir silacolonie T, 
qui nous paraissait plus ou moins stable, peut faire retour a la 
colonie O (instable). 


Fic. 2. — Schéma montrant quelques cycles de transformation observés 
dans la dissociation microbienne d'un B. dysenteriz (Groupe : Gay-Harris). 


Sans avoir pu résoudre la question, nous avons été conduit 
dans des voies nouvelles, qui motivent cette communication. 


Propcecrion b AUTRES VARIANTES. 


Dans cet ordre d’idées, nous avons cultivé la variante T 
(variante II de la figure 2) en présence de sérum anti-T, pen- 
sant, d'aprés quelques travaux signalés dans la littérature sur la 
dissociation microbienne (Hadley. 1927), que les anticorps T 
présents dans le sérum auraient peut-étre comme effet de 
régénérer la variante O (variante I, fig. 2). 
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Rien de tout cela n’arriva; au contraire, on observa la for- 
mation d’un nouveau type de colonies quand Ja culture en 
sérum était ensemencée sur gélose. Ce phénoméne se produisait 
quand on cultivait la variante T en bouillon-sérum & 10 p. 100, 
et ilne se manifestait qu’aprés douze semaines a l’étuve a 37°. 
Quelques colonies séches se développaient alors a la surface de 
la gélose, disséminées parmi des colonies humides T. C'est 
la variante V de la figure 2. 

Puis, nous avons étudié l’influence du bactériophage sur la 
culture des colonies T. En présence de cet agent, nous avons 
vu apparaitre deux nouvelles variantes tout a fait différentes 
des trois formes décrites jusqu’alors. Ce sont les variantes IIL 
et IV du schéma (fig. 2). En bouillon, la premiére de ces deux 
variantes donne une culture d’un trouble homogéne, ce qui 
tend a lui assigner le type « smooth » ou S; la deuxiéme donne 
une culture floculante avec dépot et liquide surnageant trouble, 
ce quitend a la ranger parmi les types S et R. 

Il est & remarquer que les variantes III et IV sont instables 
dans les milieux ordinaires, se transformant assez vite en 
variante VIII par culture en bouillon. Nous observions donc 
quatre nouveaux dérivés de la colonie originelle T que l’on 
avait considérée comme une forme stable (Compton, 1932). 

D’autre part, nous avons cultivé la colonie originelle, 
instable, O, en présence de son anti-sérum, et nous avons 
observé le développemeut d’une nouvelle variante VI séche et 
rugueuse. Sa formation se présente comme une sorte d’in- 
vagination de la colonie mére vue dans la double colonie a 
gauche de la variante VI (fig. 2). Il a fallu un contact de douze 
semaines avec le sérum & 25 p. 100 pour réaliser la transforma- 
tion + VI, et six semaimes avec le méme sérum & 50 p. 100. 
Cette forme, trés instable, ne peut étre conservée qu’en cul- 
ture dans le sérum anti-O. Elle passe vite aux formes VII 
et VIII par culture en bouillon. 

Chacune de ces huit formes de colonies, dont sept sont des 
érivés de la colonie originelle 0, se distingue d’abord par l’as- 
pect des colonies sur atic Le tableau I résume leurs princi- 
paux caractéres. 
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TaBLeau I. 
VARIANTE ASPECT DES COLONIES SUR GELOSE 
| Sli See Ro et Opaques, grandes, rondes, avec fluorescence vert- 


orange; bordure nette avec souvent des invaginations 
de transformation vers II. Au microscope, amas lenti- 
culaires dans la colonie (Compton, 1932). 


Il ..:.... Transparentes, moins grandes que 1; bordure claire, 
d’abord planes, puis ondulées. 

RU eared ac oe 34s Visqueuses, irréguliéres, blanchatres d’abord, puis centre 
gris avec pourtour surélevé, hyalines. 

IV...... . . .Relativement petites, rondes, transparentes, surélevées. 

Vide Pes Sega kia Colonies semi-opaques, grandes, surface séche; centre 


gris, pourtour plus clair; périphérie aplatie, transpa- 
rente; bord surélevé. 


I un ils ae Re Colonies petites ou grandes, grisdtres, rugueuses, sur- 
élevées, bordure sinueuse. Au microscope, filaments 
entrelacés. 

8 Vie eae ee cart Colonies petites ou grandes, grisatres, a trois zones: 


centre surélevé avec ombilic central; pourtour plus 
clair; périphérie transparente 4 bords sinueux. 

VATS cite sedsc eee Colonies petites ou grandes, grisatres; centre légerement 
surélevé; bordure transparente, sinueuse. 


Les variantes III, [V, VI et VII, produites sous l’influence 
soit du bactériophage, svit de l’anti-sérum, sont peu stables, et 
se transforment 4 la longue, comme l'indique le schéma de la 
figure 2, variante VIII, dernier terme auquel nous sommes arrivé 
jusqu’a présent. Il est fort probable qu'il existe d’autres variantes. 

L’intérét de ce travail tient surtout & ce que nous avons pu 
suivre chaque étape figurée sur le schéma et observer quelques 
cycles bien définis dans la mutation héréditaire des microbes, 
comparables aux cycles de la synthése et de la transformation 
d’un composé chimique et de ses dérivés. 

Outre les différences dans l’aspect des colonies nettement 
reproduites par les photographies de la figure 2, nous avons pu 
aussi distinguer souvent les variantes par la culture en bouillon, 
la sensibilité au NaCl, la morphologie, les réactions bio-chimi- 
ques, bactériophagiques, la virulence et les réactions d’immunité. 


CuLTURE EN BouILLoN. — La culture en bouillon de diverses 
variantes nous fournit d’importants renseignements sur leur 
nature « rough » ou « smooth ». La forme smooth (ou S) se 
développe avec production d’un trouble homogéne; la forme 
rough (ou R), au contraire, se distingue par l’aspect agglutiné 
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de sa culture en bouillon. Jugées ainsi, trois des variantes 
(I, II, III) ont été classées comme S, une (la variante IV) avait 
des caractéres S et R, et les trois autres (V, VII et VIII) des 
caractéres R. 

Il est 8 remarquer que les deux variantes originelles O et T 
(I et II) sont toutes deux des formes S, d’owt il découle que la 
transformation O-» T originelle n’a aucune relation avec la 
variation classique S-> R. 


Sensipivité Au NaCl. — La classification des varianles en 
formes R et S fut confirmée par l’agglutination en présence de 
chlorure de sodium. Pour cet essai, des cultures sur gélose de 
seize & vingt-quatre heures furent 6mulsionnées chacune dans 
3 cent. cubes d’eau distillée, puis deux gouttes de chaque émul- 
sion furent ajoutées a des séries de tubes renfermant 1 cent. 
cube de dilutions croissantes de NaCl (M/1, M/2, M/4, M/8 
et M/16) avec un témoin eau distillée. Ensuite, on mettait les 
mélanges dans un bain-marie réglé & 50° pendant deux a 
vingt-quatre heures, et on faisait la lecture des agglutinations. 
Une agglutination positive indiquait des formes R, |’absence 
d’agelutination, des formes S. 

Le tableau IL résume les résultats de cet essai. 


TasLeau Il. — Agglutination des variantes par le chlorure de sodium. 


CONCENTRATION EN NACL 
TEMOIN 


H?0 


VARIANTE 


M/8 M/16 


ee ane 


VII 
VIII (dérivée de Ill) . . 
VIII (dérivée de IV). . 
VIII (dérivée de V).. . 
VIII (dérivée de VII). . 


+ 


+ 


ais 
t+ 
+ 
+IT1 itt 
Phar telah fh 


Des six variantes que l’on avait en lignée pure au moment 
de cet essai, trois se comportaient comme des formes R (V, VII 
et VIII) et trois comme des formes S (I, II et IV). 
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MoreHotocic. — Toutes les variantes, sauf deux (III et 
VI) se présentent sous la forme des cocco-bacilles d’environ 
0,7 » de longueur sur 0,5 » de largeur. La variante III se pré- 
sente en petits diplocoques et en cocci, et la variante VI en 
longs bacilles de 6410» 0,5 u. 

D'Hérelle (1929) a bien décrit autrefois une variante en coccus 
produite sous l’action prolongée du bactériophage pour les 
microbes du groupe Coli-Typhique-Dysentérique, les Pasteu- 
rella et les Vibrions. La figure 3 reproduit des micro-photo- 


graphies des variantes I et II ; la figure 4 celles des variantes JII 
et FV. 


REACTIONS BIOCHIMIQUES. — Aucune des variantes ne fermente 
le lactose; toutes produisent de l’indol. Pour la fermentation 
des sucres et des alcools usuellement employés dans les labvo- 
ratoires pour !a différenciation des espéces bactériennes, les 
variantes montraient de légéres différences entre elles. Le 
- tableau III résume ces réactions. . 


TasLeAu Ill. — Réactions de fermentation des variantes. 


VARIANTE GLI COSE| MALTOSE | SACCHAROSE | MANNI'E|DULCITE| DEX1RINE 


HAHA +++ 


VIII (dérivée de IV) 
VIII (dérivée de V). 
VIII (dérivée de VII) 


+++4+++4++4++ 
+t+4+++4+H ++ 
++++++4+444 
Smee llr | 


ae 
a 
ae 
ae 
te 
ae 
ae 
ate 
Bh 
4b 


4 


M, expérience manquée; +, acide d’sbord, puis décol»ation en quelques jours; ==, 
production lente d acide. 


Le glucose, le maltose, ]a saccharose et la mannite sont fer- 
mentés, avec production d’acide seulement, par toutes les 
variantes, sauf la III, qui ne touche pas la saccharose en vingt- 
quatre heures et l’attaque seulement aprés quarante-huit 
soixante-douze heures, c’est-a-dire aprés un temps suffisam- 
ment long pour que cetle varianie ait pu se transformer en 
descendants IV et VIII. 


Fie. 3. — A, bacilles et cocco-bacilles d’une 
colonie O (Variante I); B, bacilles et coc- 
co-bacilles d'une colonie T (Variante II). 
Gross. : 2.000. 


Fic. 4. — A, Longs bacilles filamenteux 
dune colonie en téte de Méduse de la 
variante VI; B, longs bacilles d’une autre 
colonie de la méme variante VI en voie 
de transformation en variante VII; C, 
petits diplocoques et cocci de la va- 
riante III. Gross. : 1.000. 
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De méme, les formes IV, V, VI et VII ne produisent pas 
d’acide avec la dulcite en vingt-quatre heures, mais seulement 
en quarante-huit heures. La dextrine est attaquée par les 
variantes II, V, VI et VIJ en vingt-quatre heures; mais, méme 
apres trois jours, elle n’est pas attaquée par les variantes I, III 
et IV. D’aprés cette fermentation de la dextrine, on peut 
affirmer que le microbe, qui porte le nom de Harris, s’il est 
identique sérologiquement au nétre, correspond & une des 
variantes I], V, VI ou VII du B. dysenterie alerandrinus 
(Compton), parce que dans la description du microbe de Harris 
il est dit qu'il fermente la dextrine. 

D'autre part, d’aprés la fermentation constante de la mannite 
par toutes les variantes, notre microbe ne semble pas étre le 
microbe décrit par Gay et Duval, parce que dans la description 
de ce dernier, on reléve que la mannite est fermentée avec 
production d’acide en vingt-quatre heures, la réaction devenant 
alcaline en deux ou trois jours, tandis que le nétre fermente 
d'une facon permanente ce composé, aucune décoloration 
n’étant observée méme aprés six jours. 


REACTIONS séROLOGIQUES. — Ici encore on a rencontré des 
différences, bien que légéres, entre les variantes. La consta- 
tation la plus frappante fut que la variante mucoide-III (produite 
par l’action du bactériophage) n’est pas agglutinée par les sé- 
rums les plus forts des autres variantes. Mais elle produit un 
anti-sérum ayant une action agglutinante, quoique faible, sur 
toutes les variantes, sauf sur elle-méme. 

L’étude de l’action agglutinante nous a donné les résultats 
indiqués dans le tableau IV. 


Reactions BactéRropHacigues. — Le bactériophage agit sur 
toutes les variantes, sauf sur les variantes III et IV (produites 
par l’action du bactériophage) qui représentent des colonies 
de résistance. 

Le bactériophage employé était une préparation anlidvsen- 
térique, polyvalente, douée d’une grande activité thérapeu- 
tique, et conslituée par mélange d’au moins deux types de pha- 
ges, l’un donnant de petites plages et l'autre de grandes plages 
avec diverses souches de B. dysenterie. 
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TasLteiu IV. — Agglutination croisée des variantes. 


ANTVI-SERA 
TITRE 


VARIANTE 


de sérum 


+4444 
+4444 
ett 


+ 
Pana ee 


+44 
tHE dt 


Avec la variante I, la lyse n’est jamais compléte et les 
plages (ou plaques) sont minuscules : avec toutes les autres, 
sauf les variantes III et IV, la lyse est compléte et les plaques 
sont un mélange de petites et de grandes, celles-ci élant 
entourées de zones d’action lylique prononcée. 

La figure 5 démontre le comportement différent, en grandeur 
et en type de plage, des variantes I et II envers le méme phage. 

Il ressort de cette étude que la nature du substrat bactérien 
joue un grand réle dans le comportement du baclériophage. 

Par un contact prolongé, en attendant que le lysat se trouble 
par le développement d’une culture secondaire, toutes les 
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variantes tendent a passer a |’étape mucoide III (voir le schéma 
de transformation, fig. 2). 


ViruLtence. — Pour cet essai, on s’est servi d’un lot de 
28 souris, que l’on a divisé en sept séries de 4. On les a ino- 
culées par zoe intrapéritonéale avec des doses de 0 c. c. 1, 
Oc. c.2,0c¢.c.3 et Oc. c. 5 de cultures en bouillon glucosé 
de Hae ann heures de sept variantes. Les résultats de ces 


ric. 5. — A, colonies séparées de la variante I (0); C, colonies. séparées 
de la variante II (T); B, culture en nappe de la variante-I contaminée 
expérimentalement par ‘phage ; D, cullure en nappe a la variante Il 
pontamince expérimentalement par phage. 


expériences sont résumées dans les six premiéres colonnes du 
tableau V. . 

10 animaux sont morts dans les quinze jours qui suivaient 
Vinoculation. Le tableau précise que les variantes VII et VIII 
ne sont pas virulentes; les autres se disposent en termes de 
virulence croissante comme suit : les III et V égales, puis 
la IV, la If et la 1; de sorte que la variante | est Ja plus viru- 
lente de toutes. 

A l’'autopsie, en ce qui concerne l’action pathogéne expéri- 
mentale de la variante |, on trouvait une forte congestion des 
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TABLEAU V. 


ESSAI DE VIRULENCE ESSAI D IMMUNITE 


Résultats : Mort (M) ou survie (%) 
pour les doses suivantes de culture 
(jour de la mort 
entre parenthéses jusqu’au 15° jour) 


VARIANTE 


Pourcentage 
mortalité 
Nombre 
de souris 
Nombre de mort 
et jour de la mort 
Pourcentage 
de survivyants 


O:f Cc. G.10;2 G C21073-G.¢€:) 0,5 ic. c. 


ns 


| ere Le 2 M. (4) 
pees oe : 
Mier 4 
LV5.5. a) oes 
Vie 
Vili ‘ 
VET 23 4a , 
Témoins (non inoculés). 


DADAM N 


PP ROE ON 
wWomroeFRS 


vaisseaux sur de la peau de l’abdomen, pas de liquide dans la 
cavité abdominale, une rate normale, le foie un peu ramolli, 
le gros intestin fortement congestionné, la muqueuse parsemée 
de suffusions hémorragiques sans ulcérations. On a isolé faci- 
lement du sang du ceeur le microbe inoculé. 

Sur les dix-huit animaux survivants, on a fait une deuxiéme 
inoculation avec une dose mortelle (0 c. c. 3) de la variante I, 
pour voir si leur survie pouvait étre expliquée par une protec- 
tion développée a4 la suite de la premiére inoculation. Le 
résultat de cet essai d’immunité est consigné dans les colonnes 7, 
8 et 9 du tableau. : 

Sur 4 animaux qui servaient de témoins, il y eut une survie 
de 25 p. 100 seulement, contre des survies variant de 50 & 
100 p. 100 pour les inoculés. 

Au point de vue du pouvoir protecteur, a la suite d’infeclion 
fruste, les variantes se rangent en séries croissantes comme 
suit : la II, puis les Ill et V égales, la VII, les I, 1V et VIII 
égales. Les trois derniéres donnent une protection de 100 p. 100. 


Povvoirn mmmunisant. — Notre étude précédente sur les ani- 
maux ayant survécu a l’épreuve avec des bacilles vivants, 
nous a indiqué un certain ordre des variantes en pouvoir 


immunisant croissant, ot la variante non virulente VIII se 
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montre de méme efficacité comme productrice d'immunité 
que la variante la plus virulente I. 

Nous nous trouvons ici, en présence d’une question d'une 
grande importance immunologique, question qui a étéa l’ordre 
du jour depuis Pasteur. Au temps de Pasteur, la vaccination 
se présentait sous un autre angle qu’aujourd’hui. Alors, elle 
se faisait soit par l’inoculation de microbes virulents a faible 
dose en les injectant autant que possible par une voie qui ne 
déterminait pas la mort (par exemple, le virus de charbon 
symptomatique introduit sous la peau tue les animaux; injecté 
dans la circulation sanguine il les vaccine), soit par |’inocula- 
tion de microbes atténués par le vieillissement ou par l’emploi 
d’antisepliques. C’est plus tard que Wright introduisit dans la 
pratique courante la vaccination par les microbes tués par la 
chaleur, permettant ainsi de les injecter sans distinction sous 
la peau ou dans la veine. 

En outre, ce dernier procédé a permis l’emploi soit de 
microbes virulents, issus des premiers passages sur les milieux 
de laboratoire, soit de microbes moins virulents, provenant de 
nombreux passages sur milieux artificiels. Or, les opinions 
sont encore divisées quant 4 leur valeur comme vaccins de 
souches bactériennes virulentes et de souches moins virulentes. 
Certains auteurs, notamment Arkwright (1927), prétendent que 
seules, les formes virulentes « S » de bactéries tuées, sont effi- 
caces comme vaccins et que les formes « R » ne le sont pas du 
tout (fig. 5). 

Or, une étude plus compléte basée sur 42 animaux (souris), 
que nous avons d’abord immunisés par des injections intrapé- 
ritonéales de 0 c. c. 5 soit : 1° de cultures en bouillon de qua- 
rante-huit heures des diverses variantes tuées par la chaleur 
pendant une heure 4 60° (vaccin insoluble) ; soit 2° de filtrats 
obtenus par la lyse bactériophagique de vingt-quatre heures 
des cultures en bouillon de vingt-quatre heures (vaccin soluble), 
et que nous avons ensuite injectés neuf jours plus tard par voie 
intrapéritonéale avec une dose d’épreuve deux fois mortelle 
(0 c. c. 4) d'une culture de quarante-huit heures de la variante I, 
nous a donné les résultats du tableau VI (voir page suivante). 

Ce tableau montre, qu’au point de vue des deux types de 
vaccin en jeu, lorsqu’il s’agit de vaccin ordinaire insoluble, les 
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TaBLeau VI. 


IMMUNISATION ESSAI D'IMMUNITE 


VARIANIES aan 
ordinaire 
(tué par 

la chaleur) 


Vaccin Nombre Nombre Pourcentage 
des morts 
soluble de souris |en 24 heures] des survies 


—— 
cent. cubes cent cubes 
0,5 = 

— 0,5 
0,5 


$1 


[— ey 
oe * ot 


So 
ct 


o 
or 


3 
3 
3 
3 
3 
3 
3 
= 3 
3 
3 
3 
3 
3 
2 
2 


— 


varianles bactériennes J, II et Ill (toutes de formes « S », et les 
deux premiéres virulentes) donnérent de trés bons résultats 
prophylactiques; tandis que les variantes V, VII et VIII (toutes 
des formes « R », non-virulentes) furent d’eflicacité presque nulle. 

Au contraire, lorsqu’il s’agit de vaccin soluble « phage lysed », 
les variantes VII et VIII (formes « R ») agirent presque toutes 
aussi bien que les variantes I et II (formes « S »). Il faut 
écarter de notre exposé les variantes III et IV (produits 
d’action du phage) car, élant de nature phage-résistanle, rien 
du contenu bactérien n’a pu étre solubilisé dans les préparations 
de vaccins solubles avec ces variantes, ce que l’inoculation aux 
animaux a confirmé. 

Il ressort donc de ces essais de vaccination, un fait nouveau 
d’importance capitale, c’est que lorsqu’on emploie un vaccin 
soluble, il est indifférent dese servir des formes bactériennes « R » 
ou « S» pour sa préparation; mais, lorsqu’il s’agit d'un vaccin 
ordinatre en suspension, il faut employer uniqu:ment des formes 
bactériennes « S ». Vu l’importance pratique de cette constata- 
tion et son intérét théorique en ce qui concerne la théorie de 
l'immunité. nous nous proposons d’en reprendre prochainement 
l'étude sur une plus grande échelle. 
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En résumé, la série de transformations par étapes cycliques 
de la souche de B. dysenterix alexandrinus (Compton) que nous 
venons de décrire, se caractérise par une tendance marquée des 
formes originales opaques (0) et translucides (T), toutes deux, 
formes « S » et virulentes, de passer progressivement sur des 
milieux spéciaux de laboratoire aux formes « R » non-viru- 
lentes. En effet, toutes s’acheminent vers une variante unique, 
VIII, ot les transformations sur les milieux de laboratoire 
semblent pour ainsi dire s‘arréter. Aucun cas de transfor- 
mation directe en sens inverse RS n’a été observé. Pour 
cette transformation, qui se fait évidemment dans la nature, au 
moment des épidémies, il faudrait de nouvelles expériences 
pour la réaliser et pour fixer les conditions exactes de sa pro- 
duction. 

J’adresse mes vifs remerciements & MM. J. Berc, Grun Bros., 
au Caire, et au D" Walter Joel, de |’ Hopital Israélite d’Alexan- 
drie, pour l’aide qu’ils ont bien voulu me donner pour les 
_ photographies (fig. 3, 4 et 5) qui illustrent ce mémoire. 
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RECHERCHES BIOCHIMIQUES 
SUR BACTERIUM TUMEFACIENS SMITH ET TOWNSEND 


ETUDE COMPARATIVE 
DE DEUX VARIETES DE POUVOIR PATHOGENE DIFFERENT 


par M'e G@. AMOUREUX. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de M. A. Berthelot.) 


Depuis la découverte par EK. F. Smith de Bacterium tume- 
faciens, agent pathogéne du cancer des plantes, de nombreux 
travaux, surtout d’ordre biologique, ont été effectués par des 
bactériologistes et des phytopathologistes. Ayant eu l’occasion 
de parliciper & diverses recherches poursuivies par MM. J. Ma- 
erou et A. Berthelot sur quelques questions relatives & ce 
microbe, je me suis intéressée d’une facon toute particuliére a 
l’étude des caractéres biochimiques de cette bactérie; et j’ai 
essayé de comparer entre elles deux variétés de B. tumefa- 
ciens présentant des différences de spécificité dans leur pouvoir 
pathogéne. 

Je dois les deux souches de B. tumefaciens dont je me suis 
servie & la grande obligeance de M. J. Magrou. La souche 
dénommée B. tumefaciens H. avait été isolée de tumeurs de 
Houblon. Celle que je désignerai sous le nom de B. tumefa- 
ciens Ant. provenait d’une tumeur d’Anthémis. Toutes deux 
déterminent la formation de lésions néoplasiques lorsqu’on les 
inocule & des Pelargonium, des Ricins ou des Betteraves. Ces 
plantes, suivant la variété utilisée pour l’inoculation, réagis- 
sent, ou différemment, ou plus ou moins tardivement, mais 
sont réceplives. Au contraire, B. tumefaciens H. est pathogéne 
pour le Houblon sans l’étre pour l’Anthémis, et, réciproque- 
ment, B. tumefaciens Ant. provoque des tumeurs sur |’An- 
thémis, mais non sur le Houblon (1). 


(1) Pour le détail des expériences, voir ma thése (Sciences) Univ. de 
Paris, 1934. 
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PREMIERE PARTIE 


ETUDE DES CARACTERES GENERAUX 
DES DEUX VARIETES 


I. — Caractéres microscopiques. 


Forme et disposition des éléments. — Dans les préparations 
fixées par la chaleur et colorées par les couleurs d’aniline 
{cultures de dix-huit heures en eau peptonée (pept. pancr. de 
panses & pH =7,5) ou en gélose ordinaire (bouillon de boeuf 
peptoné & pH =7,5)], B. tumefaciens H. et B. tumefaciens Ant. 
se présentent sous forme d’éléments assez courts, aux extré- 
mités un peu renflées. Ce sont généralement de petits pacilles 
ou des coccobacilles, groupés souvent en chaineltes de 2 ou 
3 éléments de tailles différentes, reliés par des ponts muqueux 
et contenus dans une méme gaine. On trouve, dans un méme 
groupe, des éléments presque sphériques et des éléments -coc- 
cobacillaires sensiblement plus longs et plus gros qui retiennent 
plus fortement la couleur. Certains sont nettement plus larges 
au milieu qu’aux extrémités; d’aulres, au contraire, semblent 
plus minces au milieu. Enfin, on en voit en forme de massues. 
Dans une méme portion de voile microbien on trouve donc 
des éléments de toutes formes et d’intensités colorantes trés 
diverses. 

Il semble qu’il y ait peu de différences entre les deux 
variétés. En général, pourtant, B. tumefaciens H. serait formé 
de chainettes de deux éléments moins cocciformcs, assez 
réguliérement colorés, et présentant fréquemment l’apparence 
de navetles. B. tumefaciens Ant., au contraire, aurait un poly- 
morphisme plus accentué et se présenterait assez souvent sous 
forme de gouttelettes. 

Dimensions. — Les éléments de B. tumefaciens H. pré- 
sentent dans les cultures de dix-huit heures, soit en eau pep- 
tonée, soit en gélose inclinée, les dimensions suivantes : lar- 
geur : 0u7; longueur 154245. La largeur des éléments 
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de B. tumefaciens Ant., dans les mémes conditions de culture, 
est de 0 » 7.8049; leur longueur varie entre 0 » 7 et 2p 5. 
Ces deux variélés se présentent souvent sous la forme de 
coccobacilles de 0 » 7 de longueur, groupés par deux. 

Mobilité. — Les éléments de la variété H. sont, pour la plu- 
part, trés mobiles, alors que ceux de la variété Ant. le sont 
beaucoup moins. 

Capsules. — Apres coloration par la méthode de Johne, 
B. tumefaciens H. et Ant. cullivés sur gélose ou en eau pep- 
tonée, se sont montrés dépourvus de capsule. 

Caractéres de coloration. — Les deux variétés ne restent 
jamais colorées par la méthode de Gram, lorsqu’on les traite 
par le violet de gentiane phéniqué, par la solution iodo-iodurée 
et qu’on les décolore par l’alcool-acétone de M. Nicolle. Toutes 
deux se colorent bien par les couleurs d’aniline, mais B. tume- 
faciens Ant. présente assez souvent un espace central plus clair. 


ll. — Caractéres physiologiques: 


Formes de résistance. — Levine, en 1925 [43], indiquait la 
formation possible de spores dans les cultures sur gélose de 
pommes de terre glucosée. Il ne me semble pas qu aucun 
autre auteur ait jamais confirmé ce résultat. Pour ma part, 
dans les conditions d’expérience ot je me suis placée (milieu, 
concentration en ions H, temps, température), je n’ai jamais 
pu déceler la présence de spore soit par examen a l’état frais, 
soit sur des préparations spécialement colorées. 

Action de l’oxygéne. — B. tumefaciens H. et Ant. sont tous 
deux aérobies. 

Action de la chaleur. — L’optimum de température est, pour 
les deux variétés, de 28°. 

La température mortelle, en bouillon 8 pH =7,3, est com- 
prise entre 50° et 55°, pour un temps d’action de quinze 
minutes. 

Influence de la réaction du’ milieu. — En gélose ou en eau 
peptonée, la réaction optima est comprise entre pH=6 et 
pH = 8. Bechhold et L. Smith [3] indiquent que B. tumefaciens 
est peu sensible aux changements de réaction du milieu et qu’il 
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peut se développer en bouillon entre pH=5,4 et pH = 8,2. 

Pouvoir pathogéne. — Sur Pelargonium les tameurs pro- 
duites par les deux souches ne sont guére différentes; celles 
produites par B. tumefaciens Ant. se desséchent légérement 
plus vite et sont un peu moins grosses (taille dv un pois); mais 
leur aspect général est le méme. 


Ill. — Caractéres généraux des cultures. 


A. — Mitteu D’oRIGINE ANIMALE. 


Bouillon. de beuf (pH=7,5). — En vingt-quatre heures, 
B. tumefaciens H. trouble faiblement le bouillon; dés le troi- 
siéme jour, il se forme des flocons qui persistent encore aprés 
huit jours. B. tumefaciens Ant., au contraire, donne de larges 
_trainées filamenteuses, aprés vingt-quatre heures; dés le 

deuxiéme jour, il se forme un dépét abondant au fond du tube 
et le bouillon reste clair. 

Bouillon de boeuf glucosé (pH = 7,5) et Boutllon Martin glu- 
cosé. — Aprés trois jours 4 30° une collerette apparait; celle-ci 
tombe tres vite dans le cas de B. tumefaciens Ant., plus lente- 
ment dans les tubes correspondant a la variété H. 

Eau peptonée (pept. pancr. de panses 20 p. 1.000; pH =7,5). 
— On retrouve les mémes différences : pour B. tumefaciens H., 
tendance & former une collerette importante; les cultures de 
B. tumefaciens Ant. sont moins troubles et présentent, au con- 
traire, un dépdt filamenteux. 

Eau peptonée glucosée (pept. pancr. de panses 20 p. 1.000; 
glucose 20 p. 1.000, pH =7,5). — Les cultures, sur ce milieu, 
présentent les mémes caractéres qu’en bouillon glucosé mais 

-apparaissent plus tardivement. | 

Gélose ordinaire (pH=T7,3). — Le milieu, aprés quarante- 
huit heures, se recouvre d’un enduit gras abondant qui se 
colore en jaune brun aprés quinze jours environ. Par piqtre, 
la culture se limite presque exclusivement 4 la surface de la 
gélose sous forme d’un enduit jaundtre. En boites de Petri, les 
deux variétés présentent des colonies rondes, grasses, peu sur- 
élevées, toutes semblables. 
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Gélose glucosée (glucose 20 p. 1.000). — La culture est tres 
lente. Aprés une semaine, cependant, le milieu est recouvert 
d’un enduit jaundtre semblable & celui observé sur gélose 
ordinaire. 

Gélose lactosée tournesolée. — En quarante-huit heures 230°, 
B. tumefaciens H. et Ant. bleuissent la gélose lactosée tourne- 
solée. 

Lait. — B. tumefaciens H. et Ant. donnent une culture sur 
lait, mais ne le font pas coaguler. En cing jours, le pH passe 
de 5,5 & 6,2. Aprés trois semaines de séjour 4 30°, le lait est 
devenu uniformément ocre. 

La variété dont s’étaient servis EK. Smith, N. A. Brown et 
C. O. Townsend [66], dans leur étude sur B. tumefaciens, pos- 
sédait la propriété de coaguler le lait. Kalantarian [39], puis 
Israilky [36] avaient, au contraire, isolé plusieurs souches sans 
action coagulante. 

Lait tournesolé. — Dés les premiéres vingt- quatre heures, le 
lait tournesolé est lilas bleudtre. L’alcalinisation se poursuit, 
légérement plus vile pour B. tumefaciens H., et vers le cin- 
quiéme jour les tubes sont entitrement bleus. Ceci est un 
caractére qui différencie le groupe de B. tumefaciens du groupe 
de B. radwobacter. 

Gélatine ordinaire. — Ensemencées par pigire dans des 
_ tubes de gélatine & 20 p. 1.000 (pH = 6,8), les deux variétés H. 
et Ant. se développent le long de la piqure, plus abondamment 
& la surface qu’a la base; mais, méme apres un mois de culture 
a la température du laboratoire, aucune des deux souches ne 
liquéfie le milieu. 


B. — Mutievu D’orIGINE VEGETALE. 


B. tumefaciens étant l’agent pathogéne du cancer des plantes, 
il a semblé qu'il pouvait étre intéressant de déterminer com- 
ment se comporte ce microbe sur des milieux préparés a 
l'aide de produits végétaux. 
: Eau peptonée Arachide (hydrolyse pepsique de farine de 
tourteaux d’Arachide; pH =7,3) [44]. — Sur ce milieu, en 
vingt-quatre heures, B. tumefaciens H. donne un trouble faible, 
de méme qu’en bouillon ordinaire et en eau peptonée pancréa- 
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tique de panses. Aprés trois jours, il y a formation d'une 
collerette. La variété Ant. donne rapidement des cultures 
d'aspect glaireux. Vers le troisiéme jour, il se forme des flocons 
dans le milieu; puis l’eau peptonée s’éclaircit, alors qu’aprés 
huit jours elle est encore trouble si‘elle a été ensemencée avec 
B. tumefaciens UH. 

Gélose a la peptone d’arachide (eau peptonée Arachide (pH = 
7,3) additionnée de 20 p. 1.000 de gélose). — A la surface 
de la gélose-arachide, on obtient, en quarante-huit heures, 
comme en gélose ordinaire, et pour les deux souches de B. fwme- 
faciens, un enduit blanchatre abondant, tres gras pour B. twme- 
faciens H., plus sec pour la variété Ant. 

Eau peptonée Soya (pH =7,5) [45]. — La culture est 4 peine 
visible, aprés vingt-quatre heures & 30°; mais, au quatriéme 
jour, les tubes présentent une collerette importante et un 
trouble trés marqué, particuliérement ceux ensemencés avec 
B. tumefaciens Ant. 

Pomme de terre. — Sur pomme de terre B. tumefaciens H. 
donne un enduit apparent au bout de quarante-huil heures, 
dabord jaunalre, puis jaune brun dés le cinquiéme jour. Les 
pommes de terre ensemencées avec B. tumefaciens Ant. se 
recouvrent, dés le deuxiéme jour, d’un enduit blanchatre assez 
important. La culture brunit & peine et, aprés huit jours & 30°, 
a conservé une coloration jaune. 


Carotte. — Navet. — Céleri-rave. — Ces racines ne con- 
viennent pas a la culture de B. tumefaciens. 
Betterave. — Sur des macéralions de Betlerave rouge, 


liquides ou gélosées (1), B. tumefaciens H. et Ant. se diffé- 
rencient trés nettement. En milieu liquide, la variété Ant. a 
toujours donné, aprés huit jours d’incubation & 30°, une cul- 
ture nette se présentant sous l’aspect d'un voile gras, trés 
épais et grimpant. Sur gélose, on obtenait, en huit jours, un 
enduit gras, épais, jaunatre. 

La variété H., au contraire, méme apres un mois de séjour 
a 30°, n’a jamais donné la moindre trace de culture sur ces 
deux milieux 4 la Betterave. 

Gélose aux haricots. — Sur gélose-haricots, B. tumefaciens H. 


(1) Pour la préparation de ces milieux, voir G. Amoureux. Th. Doct. Univ., 
Paris 1934. 
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donne, en quarante-huit heures, une culture grasse trés abon- 
dante. La variété Ant. ne donne, méme en huit jours, qu'une 
culture beaucoup plus maigre. 

Crosnes. — Le bouillon obtenu avec les rhizomes de Stachys 
tubertfera \19] et gélosé & 20 p. 1.000 (pH =6,2) donne avec 
les deux variétés H. et Ant., en quarante-huit heures, un enduit 
épais, gris foncé qui, au bout d’un mois, est beaucoup plus 
coloré avec B. tumefaciens H. 

Gélose au bouillon de Géranium. — Le bouillon de Géranium 
(Pelargonium zonale) qui a servi 4 préparer cette gélose avait 
été obtenu en faisant macérer & froid, puis 4 1ébullition, 
100 grammes de Géranium haché (feuilles, pétioles et petites 
tiges) dans un litre d’eau de conduite. Aprés filtration sur 
toile et addition de 20 p. 1.000 de gélose, ce milieu, stérilisé 

‘a 115° pendant vingt minutes, contrairement & ce que l’on 
pouvait espérer, n’a permis la culture d aucune des deux 
variétés ; et pourtant, B. tumefaciens H. et Ant. sont capables, 
dans des conditions favorables, d’utiliser les composés con- 
tenus dans les tiges et feuilles de Géranium puisqu ils forment 
des tumeurs a leurs dépens. 

Milieu cendres de Géranium-—- fragments de plantes (Bette- 
rave, Oignon, Courge, Poireau, Anthémis, Géranium). — Pos- 


sédant un milieu semi-synthétique convenant particuliérement 


a la culture de B. tumefaciens [1], j’ai essayé de déterminer 
si l’'introduction de fragments de diverses plantes pourrait 
apporter des éléménts capables de changer l’aspect des cultures. 
Seuls les tubes contenant des tiges et feuilles de Géranium 
nont présenté aucune culture aprés ensemencements respectifs 
avec les deux variétés et séjour d’un mois 4 la température 
de 30°. Ceci confirme les résultats obtenus avec la macération 
de Géranium. B. tumefaciens Ant. donne en présence d’ Anthémis 
une culture particulitrement importante, qui se présente, 
aprés huit jours, sous l’aspect d'un voile blanc rosé, épais et 
plissé. B. tumefaciens H., sur ce milieu, ne se différencie sensi- 
blement pas des cultures en liquide non additionné de frag- 
ments d’Anthémis et présente un voile blanc jaunatre, bientdt 
remplacé par un second voile de couleur blanche. 
L'introduction de fragments d’Oignon, de Courge, de Bette- 
rave ou de Poireau ne change sensiblement pas l’aspect des 
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cultures des deux variétés. On peut noter cependant que 
lOignon favorise leur développement. 


C. — MILIEUX sYNTHETIQUES. 


1. Milieu semi-synthétique aux cendres de Géranium [1]. — 
Dés le troisitme jour, & 30°, la variété H. trouble uniformé- 
ment le milieu qui reste clair lorsqu’il est ensemencé avec la 
souche Ant. Mais, dans les deux cas, un voile épais apparait 
aprés huit jours environ. 

2. Milieu a base d’acide pyruvique [5]. — 


Haucde conduite;-en-prammes- «) . 58s os!) esl ese 5 4.000 
ROADS ease cues ns oven ater Tweens eros: tenia! fal he) 3 3 
SOs iloreristabhisGee . es teh votes a savas slgect aude. dna) Secs ut 
CHE COr—— CO OR er verte seats wetobs Seiotnsihe ofl satis be 5 


Cette solution a été amenée a pH —7,3 avec de l’ammoniaque 
diluée. Aprés filtration sur filtre Laurent et stérilisation, le pl 
se maintient a pH —7. 

Ensemencés dans ce milieu trés simple, les deux microbes 
le troublent uniformément en vingt-quatre heures. Aprés huit 
jours a 30°, le pH est passé de 7,0 & 7,7. 

3. Miliew « S-G». — La solution correspondant a la compo- 
sition suivante : 


Hauigistiliee, enusramnve sys ee-omei tose sey iol (> 1.000 
SO*H7 Nidi--en centimetres cubes, tisw-. hs eos Te 
PO‘H? (4 60°B*), en centimétres cubes ......... 3 
4CO3Mg.Mg(OH)?, 6H?O, en grammes. ......... P0r25 
COLE Fen veramiimese a0 see eee iet esis) cruise, (keen eet te A 


était amenée & pH =7,5 avec de l’ammoniaque diluée et stéri- 
lisée par chauffage & 115° pendant vingt minutes. 

Une deuxiéme solution B, solution de glucose & 50 p. 100 en 
poids était, aprés stérilisation & 110° pendant vingt minutes, 
ajoutée a A, stérilement, et en quantité suffisante pour obtenir 
une solution contenant 30 p. 1.000 de glucide. Enfin, une 
solution tampon C, contenant 19 gr. 94 de PO‘HNa’, 2H?0 et 
2 gr. 9 de PO‘H?K dissous dans l’eau distillée, amenée a 
100 cent. cubes et 8 pH=7,5, puis stérilisée vingt minutes a 
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115°, était introduite & la dose de 4c. c. 4 pour 100 cent. cubes 
de liquide; elle permettait d’obtenir un milieu & pH =7,5 
fortement tamponné, puisqu’il contenait environ 17 gr. 5 de 
phosphates par litre. 

Cette solution nutritive convient au développement des 
deux souches de B. tumefaciens. Les deux variétés s’y déve- 
loppent en gardant leurs caractéres habituels et respectifs. 
Aprés trois semaines a 30°, toutes les cultures ont pris une 
teinte brune assez foncée. 

D'autres milieux analogues obtenus en remplacant le glu- 
cose, soit par 30 p. 1.000 de saccharose, soit par 50 p. 1.000 
de glycérol, ont été employés dans I’étude de l’attaque du 
saccharose et du glycérol par B. tumefaciens H. et Ant. 


D. — CULTURES MASSIVES. 


Ces cultures ont été obtenues par la technique de M. Nicolle 
et Allilaire [54] soit en gélose-peptone pancréatique de panses, 
soit sur de la gélose-arachide, toutes deux & pH=7,5 et 
_ gélosées a 30 p. 1.000. 

Aspect. — Les cultures de quarante-huit heures sont trés 
abondantes. Chaque boite est recouverte d’un enduit gras trés 
épais el tres visqueux sur gélose-arachide, moins épais et 
moins visqueux sur gélose-peptone pancréatique de panses. 
Avec B. tumefaciens H1., le milieu arachide se recouvre d'un 
enduit trés glaireux dont la couche inférieure de teinte rosée 
est de faible épaisseur; au contraire, la zone supérieure, plus 
importante, est blanc jaunatre. B. tumefaciens Ant., sur le 
méme milieu, donne un enduit grisdtre plus épais et moins 
visqueux. L’aspect des cultures des deux variétés est donc 
nettement différent. 

Odeur. — Les masses microbiennes provenant de la gélose- 
arachide possédent une odeur particulitrement désagréable 
et nettement différente de celle des cultures sur gélose-pep- 
tone-pancréatique de panses. L’odeur de la variété Ant. est 
plus accusée que celle de la variété H. 

Poids. — La peptone d’arachide a permis d’obtenir, par boite 
de Nicolle, un rendement moyen de 23 grammes. avec B. tume- 
faciens H. et de 25 grammes avec la variété Ant. Ces chiffres 
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sont de beaucoup supérieurs & ceux que l’on obtient avec la 
gélose-peptone-pancréatique de panses dont le poids moyen 
de la récolte n’est que de 4 grammes par boite. Cette différence 
peut étre expliquée en partie par une abondance plus grande 
de mucilage lorsque les deux variétés sont cultivées sur milieu 
arachide. Mais la détermination de l’extrait montre que le 
rendement brut en poids sec est réellement supérieur lorsqu’on 
emploie le milieu végétal dosé. 


Extraits secs. 


MILIEU D’ORIGINE ANIMALE MILIEU D ORIGINE VEGETALE 


VARIETE MICROBIENNE 


Extrait sec Extrail sec Extrait sec Extrait sec 
p- 100 par boite p- 100 par boite 


8, 
9, 


8 
6 


IV. — Caractéres biochimiques. 


A. — ACTION SUR LES COMPOSES, TERNAIRES. 


1° AcTION SUR LES GLUCIDES ET LES ALCOOLS PLURIVALENTS. — 
Pour étudier l’action des deux variétés de B. tumefaciens sur 
les glucides et les alcools plurivalents en eau peptonée, je me 
suis servie de la technique indiquée par A. Berthelot [4] et 
ulilisée par F. G. Valle Miranda [74]. J’indiquerai simplement 
ici les résultats obtenus (1). 

En utilisant une technique analogue, mais en milieu syn- 
thétique T. M. [4], Vacidification est plus importante et plus 
rapide parce que, dans ce cas, la formation d’acides n’est pro- 
bablement pas compensée par la production trés abondante 
d’ammoniaque libérée aux dépens de la peptone. 


2° AcTION SUR LES ACIDES AcycLiqgues. — Il pouvait étre inté- 
ressant de déterminer quels sont les sels d’acides acycliques 


(4) Pour le détail des expériences, voir : Thése, loc. cit. 
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Valeurs des pH obtenus en milieu peptoné. 


pH pH 
pH aprés 4 jours a 30° aprés 10 jours 4 30° 


GLUCIDE . 
du témoin 
Ant. 


Rhamnose 
Sorbose 
Fructose 
Glucose 
Mannose 
Galactose 
Maltose 
Lactose 
Saccharose 
Raffinose 


wrmowoso 


Wir eww WW Ke WN NE 


J 1-3 +) 7 -3 J 2-1 OM ~) +) 


a aca Dr ac er 


SE ee pod ed eh hd dd Se 
ZACAKKIAIMDUewoo- pb 


Salicoside 
Méthylglucoside « . 
Méthylglucoside 8 . 
Mannitol 

Dulcitol 

Erythritol 

Sorbitol 

Inositol 

Pinitol 


PFPOODMOMD-$AHEKNWIDOCAOCN KS CDN WH 
ZCOeananonaivcane 


ss dd dd sd dd dF I) 1 HI AI OD 
Says ade HID HD IG 
esas Se fee se 


Nap ea] Moe, <a Sa PSE NS ose (waka, Ne ep AS pb: sath Ng's np) xb) Ss xy ne 


Wek SE EF NMOAMNM Wh OND & 


s-3-1-) 3 4H +) +) +) 


He SB OD OF me RR 
ARDEA SE OO DOK ONTNKFSNCMWanm 


Pw ie oR ah Be Bee Bet ee NS ork i orks Borior ior Borie Mi i Mork] 
Se nS A re re ek a ee OE eed 
a3 +) +) ~1 OO -3 ) ~} +) -1 


qui peuvent servir comme régulateurs actifs de la réaction des 
cultures de B. tumefaciens [9-11]. Les acides acycliques fournis 
comme source de carbone aux deux souches de B. tumefaciens 
ont été introduits dans le milieu en quantités équimolécu- 
laires correspondanta 5 p. 1.000 d’acétate de sodium. 


Valeurs des pH obtenus en milieu synthétique. 


pH pH p : 
pH aprés 8 jours ‘aprés 15 jours aprés 3 semaines 
GLUCIDE 
du témoin 
H. Ant. A. Ant. H. Ant. 
Arabinose. . . 6,0 4,7 5,2 4,5 5,0 4,5 4,8 
AVLOSEM ee 6,0 Dis 5,8 a 4,7 45 Pe 
paucneee ree 6,0 5,2 Dl 4,8 5,0 4,7 4,8 
somes Oe ene 
ae | 3D ‘ 5 5 t 
Saccharose. . 6.0 5,0 5. 4 4,8 5,0 4,8 4.8 
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Kn solution de peptone pancréatique de panses, et pour les 
deux variétés, l’addition du sel de sodium d'un des acides favo- 
rise leur développement. Aprés dix-huit heures, trois jours, ou 
huit jours a 30°, cette action est la plus nette, pour B. twme- 
faciens H., avec les acides pyruvique, tartrique, malique et 
citrique. Avec B. tumefaciens Ant.,il semble que cette action 
favorisante soit plus uniforme; pourtant les acides propio- 
nique et butyrique ne permettent que des cultures assez faibles, 
méme aprés huit jours, et le pH de ces tubes reste voisin de 7. 

Au contraire, aprés huit jours a 30°, et pour les deux 
variélés, il y a alcalinisation trés nette de tous ces milieux. 
Avec B. tumefaciens H., les pH les plus élevés correspondent 
aux sels sodiques des acides malonique, succinique et tar- 
trique, et surtout formique, fumarique et malique. Dans le cas 
de B. tumefaciens Ant., les sels des acides acétique, lactique, 
malonique, succinique et tartrique donnent un pH compris 
entre 8,3 et 8,6, et ce sont encore les dérivés des acides for- 
mique, fumarique et malique qui déterminent une alcalinité 
correspondant & pH = 8,8. 


B. — AcTION SUR LES COMPOSES AZOTES. 


4° AcTION sUR LES PROTIDES. — a) Action sur la gélatine et le 
blane d’euf. — B. tumefaciens H. et Ant. ne liquéfient pas la 
gélatine et n’attaquent pas le blanc d’ceuf. 

b) Action sur les peptones. — Pour cette étude, je me suis 
servie de peptones pepsiques ou pancréatiques, animales ou 
végétales (peptone riche en tryptophane, peptone de Witte, 
peptones d’Arachide pepsique et pancréatique, toutes en 
solution & 20 p. 1.000; peptones de soie et éreptone, en 
solution & 10 p. 1.000). Ces diverses eaux peptonées, amenées 
& pH —7,3 avec de la lessive de soude diluée, ont été stérili- 
sées & 115° pendant vingt minutes en tubes de verre vert. 

Aprés quinze jours 4 30°, les meilleures cultures des deux 
variétés avaient été fournies par l’eau peptonée pepsique 
d’Arachide, alors que la peptone de Witte et l’éreptone 
n’avaient permis, au contraire, qu’un faible développement. 

Recherche de lindol. — D’aprés E. Smith [63], B. tumefa- 
ciens produirait une faible quantité d’indol en eau peptonée. 


, 
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En me seryant du réactif d’Ehrlich (p diméthylaminobenzal- 
déhyde) suivant la technique indiquée par A. Berthelot [4], 
j'ai recherché ce produit dans les cultures obtenues & l’aide de 
diverses peptones, soit apres quarante-huit heures, soit apres 
quinze jours de développement a 30°. Jamais, en employant 
cette technique, je n'ai pu déceler la présence d’indol dans les 
cultures des deux variéiés H. et Ant. 

Recherche de l'acide indol-3-acétique. — La recherche de 
l'acide indol-acétique, effectuée sur des cultures de quatre jours 
en eau peptonée (p. pancr. de panses) préalablement reconnue 
exempte d'indol et de corps indologénes libres, n’a donné 
aucune coloration rose avec le nitrate de sodium et l’acide 
chlorhydrique. 

Formation de H?S. — E. F. Smith [63] avait indiqué la pré- 
sence d’hydrogéne sulfuré dans les cultures de B. éumefactens. 
J’ai vérifié, en me servant de gélose p. pancr. de panses addi- 
tionnée, avant stérilisation, de 1 p. 1.000 d’acétate de plomb, 
que les deux variétés H. et Ant. produisaient, en quarante- 
huit heures, de ’hydrogéne sulfuré en quantité suffisante pour 
provoquer la coloration en noir des colonies. 

Au contraire, la méme technique employée avec de la pep- 
tone pepsique-Arachide indiquait que B. tumefaciens H. et 
Ant. ne pouvaient produire de l’hydrogéne sulfuré sur ce 
milieu. 


2° ACTION SUR LES ACIDES AMINES. — Cetle étude a été effectuée 
a l'aide de la technique et du milieu indiqués par A. Ber- 
thelot [4-6]. 

Aprés dix-huit heures, B. tumefaciens H. et Ant. fournissent 
des cultures abondantes dans les milieux contenant de l’aspara- 
gine, de l’acide aspartique ou de l’acide glutamique. L’alanine, 
lhistidine, la proline, la cystine et la sarcosine permettent un 
développement des deux variétés; celui-ci ne se produit pas 
avec le glycocolle, la phénylalanine, la tyrosine et le tryp- 
tophane. Seules la leucine et la lysine sont attaquées, fai- 
blement il est vrai, par B. tumefaciens Ant., sans l’étre par 
la variélé H. 

Aprés trois et huit jours, il est tres net que c’est d’abord en 
présence d’acide glutamique, puis d'acide aspartique, d’aspara- 
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gine, de proline, d’histidine et d’arginine que l’on obtient les 
meilleures cultures. 

L’alcalinisation de tous ces milieux est trés marquée et 
correspond 4 des pH compris entre 7,7 et 8,4, voire méme 8,8 ou 
9,0 pour les cultures en milieux aspartique et glutamique. 


3° ACTION SUR LES AMINES. — a) Amines comme unique source 
de carbone. —L’azote a été fourni sous forme de sulfate d’ammo- 
nium ajouté & la dose de 3,88 p. 1.000. 

La bétaine, la guanidine, et surtout la choline, peuvent 
constiluer pour B. tumefaciens H. et Ant. une source de car- 
bone nécessaire a leur développement. 

b) Amines comme unique source d’azote. Le carbone était 
fourni sous forme de glucose ajouté & la dose de 5 p. 1.000. 
La bélaine, la guanidine et la choline peuvent constituer pour 
les deux variétés H. et Ant. leur unique source d’azote. 

c) Amines seules sources de carbune et d’azote. — De toutes 
les amines étudiées (triméthytamine, diéthylamine, amyla- 
mine, choline, glucosamine, neurine, putrescine, éthyléne- 
diamine, créatine, guanidine, bétaine, p-oxyphényl-éthylamine, 
pyridine, pipéridine, hordénine), en milieu synthétique ne 
contenant ni glucose, ni sulfate d’ammonium, seules la bétaine, 
la créatine et surtout la glucosamine, ont permis d’obtenir un 
développement des deux variétés H. et Ant. La choline, au 
contraire, na pu étre assimilée, a la fois comme source de car- 
bone et d’azote, que par B. tumefaciens H. 


4° AcTION SUR L'UREE ET L’ALLANTOINE. — Avec la méme 
technique que celle utilisée pour les acides aminés, mais avec 
des solutions filirées sur bougies L,, l’urée et l'allantoine n’ont 
permis d’obtenir, avec B. tumefaciens H. et Ant., qu'un déve- 
loppement microbien trés faible, rapidement autolysé, sans 
doute par suite de I’élévation du pH final. En effet, ces milieux, 
et tout particuligrement ceux additionnés d’urée, se sont alca- 
linisés tras fortement et le pH est passé, en dix jours, de 
pH = 7,24 pH = 8,8. 


5° AcTION SUR LES COMPOSES AZOTES MINGRADX. — a) Ufelisa- 
tion de l'azote ammoniacal. — Dans les milieux qui ont servi 
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a étudier les caractéres biochimiques des deux variétés H. et 
Ant., l’ammoniaque a été sauvent la seule source d’azole. Ila 
semblé qu'il était donc suffisant de noter que |’azote introduit 
sous cette forme permettait le développement de B. tumefa- 
ciens H. et Ant. 

b) Action sur les nitrates. — E. Smith, N. A. Brown et 
C. O. Townsend (1911) [66] ont indiqué que B. tumefaciens, 
en bouillon additionné de nitrate, ne pouvait réduire celui-ci. 
Israilky (1929) [38] possédait une souche de B. tumefaciens, 
isolée de nodosités de lupin, qui pouvait attaquer les nitrates, 
mais trés lentement. 

Comme il ne m’a pas été matériellement possible jusqu’ici 
d’effectuer les extractions et analyses de gaz qui m/’auraient 

permis de déterminer & quel groupe appartenaient les deux 
~ -variétés, j’ai simplement constaté un léger pouvoir dénitrifiant 
de B. tumefaciens H. et Ant. 


DEUXIEME PARTIE 


ETUDE BIOCHIMIQUE COMPARATIVE 
DES DEUX VARIETES 


I. — Action sur les composés ternaires. 


A. — ACTION SUR LES GLUCIDES. 


Des cultures, soit en eau peptonée additionnée ou non de 
carbonate de calcium, soit en milieux synthétiques, ont servi — 
a rechercher, aprés des intervalles de temps divers, les com- 
posés alcooliques, aldéhydiques ou cétoniques, les acides 
volatils ou fixes qui résultent de l’activité microbienne de 
B. tumefaciens H. et Ant. sur ces milieux. De plus, ces bacté- 
ries étant essentiellement aérobies, M. le professeur G. Ber- 
trand m’a vivement conseillé d’étudier spécialement les pro- 
duits d’oxydation qui auraient pu se former dans les cultures 
additionnées de glucose, de fructose et d’arabinose. 
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Glucose. 


1° Cultures en eau peptonée glucosée (p. pancr. de panses 
20 p. 1.000 additionnée de 20 p. 1.000 de glucose et amenée 
& pH=7, puis slérilisée par un chauffage de trois quarts 
d’heure & 145°). — B. tumefaciens H. et Ant. alcalinisent forte- 
ment ce milieu dont le pH passe de la valeur 7,5, obtenue aprés 
trois semaines, & la valeur 8,5 ou 8,8 notée aprés quatre mois. 

La proportion de composés ammoniacaux est notable. L’alcool 
n'a pu étre décelé qu’en quantités minimes. D’autre part, les 
traces de composés aldéhydiques sont si peu importantes 
qu’elles ne permettent qu’une recoloration trés légére du 
réactif de Schiff. 

La proportion d’acides volatils élaborés est faible. Israilky [37] 
avait noté qu’en bouillon sucré additionné de peptone (glu- 
cose 10 ou 15 p. 1.000), la formation des acides volatils par 
B. tumefaciens était insignifiante. Cependant, de l’acide acé- 
tique se forme dans les deux cas, surtout au début du déve- 
loppement. Puis, aprés quatre mois, la proportion d’acide 
valérianique est devenue notablement plus forte que celle de 
Vacide acétique et correspond sensiblement 4 3 parties d’acide 
valérianique pour 4 partie d’acide acétique (variété H.), et 
méme 5 parties d’acide valérianique pour 4 partie d’acide acé- 
tique (variété Ant.), 

La présence d’aucun acide fixe n'a pu étre décelée ni aprés 
trois semaines, ni aprés quatre mois de développement a 30°. 

En opérant sur 10 litres de culture, la présence d’aldéhyde 
n'a pu étre décelée qu’avec la variété Ant. et je n'ai jamais 
trouvé d’acétove. 

Les acides volatils ont été produits en proportion excessive- 
ment faible; les courbes des dislillations de Duclaux corres- 
pondent sensiblement a celle de l’acide acétique, avec pourtant 
un léger point d’inflexion vers le bas causé par la présence de 
traces (1/20 environ de la teneur en acide acétique) d’acide 
valérianique. D’ailleurs, en pratiquant deux distillations, l’une 
sur les produits de téte, l'autre sur les produils de queue, on 
obtenait bien deux relies dont l'une indiquait une ee ; 
plus grande d’acide valérianique. 
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La recherche des acides fixes dans ces 10 litres de cultures 
a permis de déceler la présence de faibles traces d'un produit 
présentant les réaclions d’un acide-alcool. Mais je ne peux 
affirmer s’il s'agissait de l’acide lactique, puisque je n’ai pu en 
faire le sel de zinc. 

2° Cultures en eau peptonée glucosée additonnée de carbonate 
de calcium. — Afin de favoriser |’élaboration des acides dans 
les cultures, j'ai additionné l’eau peptonée d’une bouillie de 
carbonate de calcium, suivant la technique précisée par A. Ber- 
thelot et M"* Chaduc [47]. 

E. F. Smith et ses collaborateurs [61] indiquent qu’aprés 
huit ou neuf semaines, ils ont pu déceler la présence d’al- 
déhyde, d’alcool, d’acétone, d’acide formique dans toutes leurs 
cultures de B. tumefaciens en eau peptonée (peptone de Witte 
10 p. 1.000 additionnée d’un peu de COQ*Ca), et la formation 
d'acide acétique seulement & partir de quelques souches. 
Jamais ils nont pu caractériser la présence d'un acide fixe. 
Dans les cultures agées de deux mois et demi, ces mémes 
auteurs trouvaient encore de l’aldéhyde et de l'acide formique, 
mais ne pouvaient déceler ni alcool, ni acétone. 

Aprés trois semaines a 30°, les cultures de B. twmefaciens H. 
et Ant. en eau peptonée glucosée additionnée de carbonate de 
calcium présentaient une réaction correspondant environ & 
pH=6. J’ai pu noter la formation abondante, par les deux 
variétés, de produits ammoniacaux et de quantités trés faibles 
d’alcool et d’aldéhyde. La proportion d’acides volatils obtenus 
est peut-étre moins minime qu’en eau peptonée glucosée simple, 
mais elle resle toujours peu importante. Cependant, les courbes 
des distillations de Duclaux permettent de déterminer approxi- 
mativement que les proportions d’acide acétique et d’acide 
valérianique formés sont dans le rapport de 1 & 15 pour Ja 
variété H. et de 1 a4 pour la variété Ant. C’est done encore, 
dans ce cas, les cultures de B. tumefaciens Ant. qui sont les 
plus riches en acide valérianique. 

Recherche spéciale de la formation d acide oxalique. — En 
eau peptonée pepsique-arachide (peptone 20 p. 1.000; glucose 
20 p. 1.000, pH =7,5) additionnée ou non de CO*Ca, je n’ai pu 
déceler la formation d’acide oxalique aprés deux mois de séjour 
a 30°. 
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Recherche spéciale de la formation d'acétylméthylearbinol, — 
Le choix de la peptone employée dans cette recherche semble 
étre assez important. En effet, des cultures obtenues & 30° en 
eau peptonée glucosée (peptone Chapoteaut 10 p. 14.000, glu- 
cose 20 p. 1.000), amenée & pH = 7,5 avec une solution diluée 
de soude et stérilisée & 115° pendant vingt minutes, ont donné 
une réaction de Lemoigne (formation de nickel-diméthyl- 
glyoxyme) toujours négative avec B. tumefaciens H.; mais, 
déja aprés quinze jours, et surtout aprés trois semaines, celle-ci 
élait nettement positive avec B. tumefaciens Ant., alors que, 
dans les mémes conditions, les deux variétés ensemencées en 
solution -de peptone pancréatique de panses ne donnaient pas 
d@acétylméthylearbinol. ll semble qu’on ne puisse pourtant pas 
conclure a une propriété biochimique différente des deux 
variétés. En effet, puisqu’il a fallu prendre certaines précau- 
lions avant d’obtenir un résultat posilif avee B. tumefa- 
ciens Ant., on peut espérer que d'autres conditions de déve- 
- loppement permetiront la production d’acétylméthylearbinol 
par la variété H. 

3° Milieu synthétique glucosé. — Voici, déterminés aprés 
divers temps d’incubation & 30°, les pH des cultures obtenues 
en milieu synthétique [4] et lacidité correspondante. 


36 HEURES 3 JOURS 6 JOURS 8 JOURS 46 JOURS 


acidité acidité 
acétique | pH | acétique | pH | acétique 
0 0 


p. 1.000 p. 1.000 p: 1.00 


Des dosages de sucre effectués par la méthode de Bertrand 
sur des cullures de seize jours déféquées avec Je réactif de 
Patein, ont permis d’établir les quantités de glucose consommé 
par les deux variétés. La proportion trouvée n’était que de 
1,2 p. 1.000 avec la variété Aut., alors que, dans le méme 
temps, le chiffre obtenu avec B. tumefaciens H. correspondait 
déja & 3,4 p. 1.000 de glucose. L’attaque de ce glucide par 
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cette variété est donc environ trois fois plus importante qu’avec 
B. tumefaciens Ant. 

4° Recherche spéciale de la formation d’acile pyruvique aur 
dépens du glucose. — Aprés vingt-quatre heures, trois jours 
ou dix jours & 30°, les cultures de B. tumefaciens H. et Ant. 
en milieu synthétique (H?0:1.000, PO*H*K:3, SOMeg:1, 
SO‘Am?:4, glucose : 20) simple ou additionné de CO*Ca ont 
toujours donné une réaction négative avec le nilro-prussiate 
de sodium en solution acétique et addition d’ammoniaque. 

5° Recherche des produits doxydation du glucose (en milieu 
synthétique [1], ou en eau de levure préparée suivant la tech- 
nique de G. Bertrand). — Les milieux étaient répartis par 
1.500 cent. cubes dans des matras de Fernbach afin de favo- 
riser les phénoménes d’oxydation en offrant une large surface 
de contact entre l’air et le liquide. 

Recherche de l’acide gluconique. — Aprés trois semaines, 
celle-ci était effectuée selon la technique indiquée par G. Ber- 
trand dans son étude biochimique de la bactérie du sorbose. 
Mais les précipités calciques étaient tellement faibles qu il était 
impossible d’essayer de les recristalliser et d’y doser le cal- 
cium afin de s’assurer que le calcium dosé correspondait bien 
au calcium calculé d’aprés la formule du gluconate. 

Maleré l’absence de formation d'acide gluconique, j'ai essayé 
de déterminer si B. tumefaciens fl. et Ant. pouvaient oxyder 
cet acide, non pas produit dans les cultures & partir du glucose, 
mais introduit dans les milieux sous forme de gluconate de 
calcium, et former de l’acide oxygluconique (Boutroux) [27]. 
Les résultats de mes essais ont été négatifs. 

Recherche de lacide glycuronique. — Cetle recherche a élé 
effectuce, d’une part, en se servant de la réaction de Legal, et. 
d’autre part, & l’aide de la naphto-résorcine. La encore les 
résultats se sont toujours montrés négatifs. 


Arabinose, 


Aprés dix-huit jours & 30°, les cultures obtenues en milieu 
synthétique additionné de 20 p. 1.000 d’arabinose présentaient 
un pH nettement acide et égal 4 4,8. 


(1) Thése. Loc. cit., p. 72. 
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TRMOIN ACIDITE SUCRE 
en acide acétique consommé 
REMOM re une ae REM de eels SE 0,240 
Biter od tors eet aa dat to Mercato Cols Ore ame 0,336 4,40 
HAMAS to acnas SS) Gar Sy aan Pe nc toe eae CCRT oe 0,300 sD. 


La recherche de l’acide arabonique selon la méthode indi- 
quée par C. Bertrand [20] s’est toujours montrée négative. 


Fructose. 


Le milieu synthétique employé et la dose de glucide ajouté 
ont été les mémes que dans les deux cas précédents. 

Aprés dix jours & 30° les deux variétés avaient produit une 
acidification du milieu dont le pH était passé de la valeur 7 a la 
valeur 6,2 dams le cas de B. tumefaciens Ant.. et méme 5,0 avec 
B. tumefaciens H. 


ACIDITE SUCRE 
en acide acétique consommé 
HIS THO ie ee lek Oe Cat an aon RC OE a ies Seer 0,246 
IED Sean ecw ec er Peep h Peo tne, cals hig siaeu wate. Yeh as 0,320 2,0 
VANTIN Be Qe EAR ee pce We) Ue CANO ee roe Sega Ee 0,270 0,9 


On peut donc déduire que les deux variétés H. et Ant. 
attaquent le fructose avec des vitesses trés différentes dont 
Vune, correspondant a la variété H., est double de l’autre. Ceci 
confirme la remarque déja faite que B. tumefaciens H. présente 
une activité plus grande vis-a-vis des glucides. 

Les cultures obtenues sur ces milieux sont peu riches en 
acides volatils, particuliérement celles obtenues aprés ensemen- 
cement avec la variété H. 

Bien que les composés suivants ne se forment que par oxyda- 
tion énergique du fructose, j’ai recherché spécialement les 
acides tartrique et oxalique, l’acide glycolique selon la méthode 
indiquée par Blanchetiére dans des essais analogues [24]. 

Toutes ces réactions se sont montrées négatives. 


Saccharose. 


Utilisant le milieu synthétique S. G. (voir p. 737), addi- 
tionné de 30 p. 1.000 de saccharose, j’ai effectué deux séries 


‘ 
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de dosages aprés quinze jours de culture a 30° : les premiers, 
avant inversion, pour déterminer la quantité de sucre interverti 
produit par les bactéries; les seconds, aprés inversion pour 
doser le sucre total des cultures (sucre interverti formé et sac- 
charose non attaqué). 


SACCHAROSE SUCRE 

présent interverti 

par litre par litre 
WU Jsi(s) Be. Uo tminicw ao ta o-oo 27,93 4,92 
i: een ee ah en ES Gy Qn ie aoe oC 42,27 40,25 
ADGA «5 Li cReR ere kis Re eee ene enue rene s 41,16 8,47 


On peut en déduire les quantités de saccharose consommé 
par les deux variétés de B. tumefaciens. 


SACCHAROSE PROPORTION 
consommé de saccharose 
par litre consonmé 
de milieu p- 100 
PA ela ar, anaes tne tekre Meme Le eta ese’ AAG 54,2 
ATG cas eTocs, tal (ONS L ok peaer nee cite) ooee Nee CES 46,77 60,4 


La petite quantité de sucre imterverti dosée dans le témoin 
est due vraisemblablement & l’action de |’eau et des constituants 
du milieu sur le saccharose, sous l’influence de la température 
élevée de la stérilisation et du séjour prolongé 4 30°. Sous 
réserve qu il faudrait en tenir compte dans les calculs et puis- 
qu'il s’agit d’une comparaison entre les deux variétés H. et 
Ant., il semble qu’il soit pratiquement suffisant de noter, d’une 
part que B. tumefaciens H. posséde le pouvoir de transformer 
plus facilement le saccharose en sucre interverli, et d’autre 
part, que la ‘quantité de saccharose consommé est plus impor- 
tante avec la variété Ant. 


Amidon. 


En présence de peptone (p. pancr. de panses 15 p. 1.000), 
l’attaque de I’amidon est trés nette. Aprés quatre jours & 30°, 
B. tumefaciens H commence & liquéfier le milieu. Les deux 
empois sont presque complétement fluides au bout de la pre- 
miére quinzaine, mais ne réduisent pas la liqueur cupro- 


potassique méme a chaud. Aprés trois semaines, le pH est 
passé de 6 & 7. 
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Il ne se forme dans ces conditions ni acétone, ni alcool, ni 
acide oxalique ou lactique, mais de faibles quantités d’aldé- 
hyde, d’acide acétique et de maltose. 


B. — Action sur CERTAINS ALCOOLS PLURIVALENTS. 


Glycerol. 


Aprés trois semaines ou cing mois 4 30°, les cultures des 
deux variétés H. et Ant., en milieu synthétique S. G. (p. 737) 
additionné de 50 p. 1.000 de glycérol, ne réduisent pas la 
liqueur cupro-potassique a froid. Elles ne contiennent donc ni 
dioxyacétone, ni aldéhyde glycérique, ni méthylglyoxal, ni 
acétylméthylearbinol. Je n’ai pu déceler la présence que de. 
traces d’aldéhyde et la recherche de |’acroléine par la méthode 
de Voisenet [72] s’est montrée également négative. 


Mannitol et Sorbitol. 


En milieu synthétique [1 p. 70!, additionné de mannitol ou 
de sorbitol, B. tumefaciens H. et Ant. donnent des cultures 
abondantes, mais, aprés un mois de séjour a 30°, les milieux 
ne réduisent pas la liqueur cupro-potassique. 

Ils ne contiennent donc ni fructose ni sorbose. 


C. — Action SUR L’ACIDE PYRUVIQUE. 


Apres onze jours de culture 4 30° sur milieu synthétique 
{1 p. 89], la réaction de Lemoigne (formation de nickeldi- 
méthylglyoxime) est nettement positive dans le cas de la 
variété H., plus fortement positive avec la liqueur provenant 
d'une culture correspondante de B. tumefaciens Ant. 

Ceci, d’une part, confirme les résultats faiblement positifs 
déja obtenus indiquant que l’acétylméthylcarbinol pouvait étre 
un des produits élaborés dans certaines conditions de milieu 
par B. tumefaciens H. et Ant. et, d’autre part, que cet acétyl- 
méthylcarbinol pouvait se former par action directe de certains 
microbes sur l’acide pyruvique [5-53]. 
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Il. — Action sur certains composés azotés. 


Javais remarqué en étudiant qualitativement l’action de 
B. tumefaciens H. et Ant. sur les milieux additionnés d’acides 
aminés que l’acide aspartique gauche 


COOH — CHNH? — CH* — COOH 
et son amide l’asparagine gauche 
COOH — CHNH? — CH? — CONH? 


permettaient d’obtenir des cullures trés abondantes avec ces 
deux variétés. 

Pour étudier l’action de ces microbes sur des produits azotés 
plus complexes j’avais inlérét & choisir une peptone aussi 
dégradée que possible el riche en acides aminés. J’ai donc 
adopté la peptone pancréatique de panses « Defresnes » (eau 
peptonée a 20 p. 1.000 amenéea pH =7,2). 

Je n’indiquerai ici que les références bibliographiques des 
techniques spéciales employées (1) : dosages de l’azote total des 
cultures (Kjeldahl), de ’ensemble de l’azote aminé et de l’azote 
ammoniacal (Sorensen) [68], de l’azote ammoniacal seul 
(Foreman) [32], et, quand cela était possible, dosage de l’azote 
des acides aminés et des polypeptides (Martens) [49]. En effet, 
comme R. Martens |’indique d’ailleurs, cette derniére méthode 


n’est pas applicable l'étude des milieux additionnés d’aspara- 
gine ou d’acide aspartique. 


A. — ACTION SUR LA PEPTONE PANCREATIQUE DE PANSES. 


RésuLtats QuALITATIFS. — Les milieux ensemencés avec 
B. tumefaciens H. et Ant. ont été conservés a 30° soit pendant 
un mois, soit pendant un an. IIs présentaient une réaction 
alcaline correspondant a pH —8,5 ou 8,8 et les cultures jeunes 
ou trés anciennes ne contenaient ni composé alcoolique, ni 


(1) Pour le détail, voir Thése. loc. cit., p. 90 et suiy. 
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composé cétonique, ni acide fixe. On ne pouvait y déceler que 
des traces d’aldéhyde. Toutes les recherches etfectuées pour 
essayer de caractériser la présence d’amines volatiles ou fixes, 
de choline, d’acides ou d’amines cycliques ou hétérocycliques, 
d’indol, n’ont apporté aucun résultat positif. — 

La teneur en acides volatils d’aprés les distiilations de 
Duclaux est, dans tous les cas, peu importante, parliculiérement 
aprés un mois de séjour & 30°. Il semble, en effet, que cette 
proportion soit environ trois fois plus faible que dans les mémes 
cultures Agées de un an. Comme je l'avais déja remarqué en 
étudiant la formation d’acides volatils dans les cultures de 
B. tumefaciens H. et Ant. sur eau peptonée additionnée de 
glucose, aprés un mois & 30° on trouve surtout de l’acide acé- 
tique, avec des proportions plus ou moins grandes d’acide 
valérianique (environ 1 partie d’acide valérianique pour 3 par- 
ties d’acide acélique dans le cas de la variété H., et seulement 
4 partie d’acide valérianique pour 10 parties d’acide acétique 
dans les cultures de la variélé Ant.). 

Mais, au contraire, aprés un an, les cultures de B. tumefa- 
ciens Ant. sont netltement plus riches en acide valérianique que 
celles de Ja variété H. En effet, on peut déceler alors, et plus 
facilement, les proportions d’acide valérianique et d’acide 
acétique. 

B. tumefaciens H. : acide valérianique 1 + acide acétique 4. 

B. tumefaciens Ant. : acide valérianique 4 + acide acétique 1. 


RESULTATS QUANTITATIES ? 


4° Cultures d'un mois. 


TEMOIN H ANT 
(p. 1.000) (p. 1.000) — (p. 1.000) 
N totale(Kjeldahl) . 95 cas... 4. Parl 2,54 2,63 
N ammoniacal (Foreman)...... 0,056 0,616 0,392 
N (acides aminés + NH?) (Sérensen). 0,808 4,053 1,004 
N fonctions amines des acides aminés 
et polypeptides (Martens) .... . 1,032 1,340 4,248 
N (acides aminés) (Martens). ... . 0,399 0,493 0,519 
N (fonctions amines des polypeptides) 
(METGNS: @ Gan aces ances ceo ud ecen 0,405 0,468 0,498 


COOH des acides aminés et polypep- 
tides (Martems)...... fers tor 2,925 3,618 3 
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Aprés un mois & 30°, les résultats obtenus 4 l’aide des 
dosages d’azote total indiquent que la quantité de protides 
attaqués par B. tumefaciens H. est plus grande que celle cor- 
respondant a la variété Ant. De plus, cette premiére variélé 
est capable, probablement a cause de son activité biochimique 
déja plusieurs fois reconnue comme supérieure, de pousser 
plus loin la désintégration de la peptone. En effet, la propor- 
tion d’acides aminés formés est légerement plus faible et au 
contraire la quantité d’ammoniaque beaucoup plus grande dans 
les milieux ensemencés avec la variété H. 


2° Cultures d’un an. 


H ANT 
(p. 1.000)  (p. 1.000) 


MN total (Kjeldabli; yh. Spa alae > Bae eee 4,460 4,350 
N-ammoniacal (Foreman). a. pa ie aoe 0,245 0,350 
N (acides aminés + NH3) [Sérensen]..... . 0,616 0,456 
N (fonctions amines des acides aminés et des 

polypeptides (Martens) J 2:15. . 2)... 8 2 « 0,948 0,796 
N (acides aminés) [Martens] .......... 0,280 0,457 
N (fonctions amines des polypeptides) [Martens]. 0,526 0,472 
COOH (des acides aminés et polypeptides) [Mar- 


tenats bila, t: ee ee eee See 2,840 2,170 


On peut déduire des résultats indiqués ci-dessus que la 
teneur en azote total des deux cultures n’est pas trés différente. 
Mais cet azote est inégalement réparti. La proportion d’ammo- 
niaque est, en effet, beaucoup plus grande, et celle des acides 
aminés beaucoup plus faible, dans les milieux ensemencés avec 
la variété Ant. Ceci explique pourquoi la réaction des cultures 
de B. tumefaciens Ant. est toujours légérement plus alcaline. 

Naturellement, en raison du degré de précision si différent 
des méthodes employées, on ne peut tenir compte, en valeur 
absolue, des résultats de ces dosages; mais ils sont quand 
méme & retenir pour les comparaisons qu’ils permettent d’éta- 
blir entre les deux variétés H. et Ant. 

Il faut remarquer que, dans I|’état actuel de nos connais- 
sances, on ne peut pas, dans le calcul du bilan azoté des cul- 
tures microbiennes aérobies, attribuer un réle aussi important 
qu’autrefois au chiffre d’azote total fourni par la méthode de 
Kjeldahl. En effet, tout récemment M. Lemoigne, F. Dopter et 
R. Desveaux [42] ont montré que dans les cultures agées il ya 
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souvent un déficit important de !’azote ainsi titré. Ces auteurs 
ont constaté qu’a partir du quinziéme jour environ, ce déficit 
s'accroit peu a peu, et peut atteindre et méme dépasser 30 p. 100 
de l’azote initial. Ces pertes, d’ailleurs, sont trés irrégulidres. 
Les bactéries produisant ce phénoméne sont des espéces banales 
des eaux, des milieux naturels, et notamment du sol; il est 
donc fort possible qu’il se produise dans les cultures de B. tume- 
factens. 


B. — Action sur L’ACIDE ASPARTIQUE. 


Pour cette étude, j’ai utilisé le milieu suivant : 


Banvdistilléewen grammes 22. 2). «2 eee 1.000 
BSTC ooaiaN Pe i eagle pk cake Or) Se Nate APTS change Opens: +5 
ES Oe eet te tel vc cel te oo dea ae | delved i aaeoanlac 8 
SOs Mercnispallis eps cue. ayes. pure. aos Meron eaubnpa, apie ots 0,75 
Solution oligodynamique (gouttes)......-..... v 
Acide aspartique gauche, en grammes ....-..... 5 


amené a pH = 6,5 avec une solution de lessive de soude diluée, réparti en 
fioles coniques, puis stérilisé 4 115° pendant vingt minutes. 


Aprés deux mois de séjour 4 30°, de nombreux cristaux de 
phosphate ammoniaco-magnésien s’étaient déposés dans ces 
cultures dont la réaction était trés alcaline (pH =8,2). Aprés 
filtration, et en employant les procédés indiqués plus haut, j’ai 
essayé de caractériser les produits formés. Je n’ai pu déceler la 
présence d’alcoylamines, d’amines, d’amino-alcools, de dia- 
mines, de composés imidazoliques. 

J’ai recherché si B. tumefaciens H. et Ant. produisaient, dans 
Yattaque de Vacide aspartique, les composés signalés par 
A. Blanchetiére pour le Bacille fluorescent [25] et E. Aubel 
pour le Bacille pyocyanique [2). Je n’ai pu mettre en évidence 
la formation soit des acides propionique, azotique ou formique, 
soit celle des acides succinique, malique et malonique. 


Cultures de trois semaines. 


TEMOIN H ANT 

(p. 1.000)  (p- 1.000) — (p. 1.000) 
Ne total (Kijeldabl):. 4... 0. «9s, 0,574 0,276 0,346 
N ammoniacal (Foreman)...... 0 0,196 0,224 


N (acides aminés + NH*) (Sérensen]. 0,466 0,198 0,280 
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De ces résultats on peut déduire qu’aprés trois semaines de 
séjour & 30° l’acide aspartique a disparu complétement dans le 
cas de la variété H. et presque totalement dans les milieux 
ensemencés avec B. tumefaciens Ant. ll s’est formé une grande 
proportion d’ammoniaque, légerement plus faible cependant 
dans les cultures correspondant & la variété H. 


C. — Action sur L’ASPARAGINE. 


J’ai utilisé la solution suivante : 


Rau-distillée, en grammes ©.) a> eee eae ieee 1.000 
POSH KG ee eid ar Oto 2g ba le ne 4,5 
POSH K a8 565 eS Pee een age sai ee 2e5 
SO¢Me cristallis6s =o 47ers eats ceca ieee ree Ne 0,75 
Solution oligodynamique (gouttes)........... Vv 
Asparagine, en grammes.-. . .s-) ita eee ee eens 5 


dont le pH, égal a 6,5 est demeuré le méme apres slérilisation 4 115° pendant 
20 minutes dans des fioles coniques de verre Sibor. 


Aprés deux mois & 30°, le milieu témoin était resté incolore 
et limpide alors que les cultures de B. tumefaciens H. et Ant. 
étaient colorées en jaune brun et présentaient un abondant 
dépdt de phosphate ammoniaco-magnésien. La réaction des 
milieux ensemencés correspondait & pH = 8,2 alors que la 
solution témoin était demeurée & pH = 6,5. 


Cultures de deux mois. 


TEMOIN H ANT 
(p. 1.000)  (p. 1.000) — (p. 1.000) 
INetotal ikjeldahl\r vn. 20s) se a 0,980 0,483 0,542 
N ammoniacal (Foreman)...... 0 0,336 0,370 
N (acides aminés + NH§) [Sérensen]. 0,367 0,354 0,375 
N (du phosphate ammoniaco-magné- 
Siler i panei” sai Etieee n oSmtee oe 0 0,036 0,032 


Puisque dans les titrages d’asparagine un seul atome est 
décelable par la méthode au formol, et sous réserve des phéno- 
ménes de rétrogradation si complexes rappelés par A. Blan- 
chetiére, qui aboutiraient 4 la synthése de produits n’interve- 
nant sans doute pas dans le dosage Sérensen, il semble que 
Von puisse conclure que les deux variétés H et Ant. attaquent 
asparagine avec une méme énergie. 
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Ill. — Etude des activités diastasiques. 


E.-F. Smith ayant constalé que le suc des tumeurs de Bette- 
rave exposé & lair devenait rapidement noir comme de l’encre, 
divers auteurs, étudiant aprés lui les caractéres physiologiques 
de B. tumefaciens, ont recherché si cet agent pathogéne pou- 
vait former des oxydases in situ et les laisser diffuser dans le 
tissu néoplasique. En 1927, Israilky (37] indiquait la présence 
d’oxydases, de catalase et d’un ferment protéolytique dans des 
tumeurs qui s’étaient développées sur des Raves. II importait 
également de rechercher, dans les cultures ou les extrails de 
B. tumefaciens, les plus importantes des diastases qui pouvaient 
s’y trouver. 

Dans ce but, j’ai examiné, d'une part des cultures en milieu 
liquide synthétique, soit filtrées, soit tolales, mais tuées par le 
chloroforme, d’autre part des extraits bactériens. Pour obtenir 
ceux-ci je me servais de corps microbiens récoltés par la tech- 
nique de M. Nicolle et Allilaire et je préparais des extraits gly- 
cérolés (1 partie de corps microbiens + 2 ou 3 parties de gly- 
cérol), des extraits autolytiques aqueux chloroformés, et des 
poudres de bacilles traités par l’acétone. J’ai préparé également 
des extrails au saccharose (stérilisés par l’éther) selon la tech- 
nique de A. Berthelot [28}. 

Soit pour les cultures autolysées, soit dans le cas d’extrails 
microbiens employés a des dilutions variées, }’ai pratiqué tous 
mes essais en suivant scrupuleusement les indications données 
par G. Bertrand [23], H. Colin (29] ou M. W. Onslow [52]; de 
plus, je me suis placée, pour chaque cas particulier, dans les 
conditions de pH, de température et de temps qui correspon- 
daient & l’optimum de [activité diastasique. Mais, malgré les 
précautions prises, je n’ai pu déceler la présence dans les solu- 
tions étudiées d’aucune des diastases suivantes : sucrase, 
lactase, dextrinase, amylase, protéidase, présure, laccase, tyro- 
sinase, peroxydiastases ou uréase. Par contre, les extraits gly- 
cérolés ou autolytiques des corps microbiens des deux variétés H 
et Ant. m’ont permis de caractériser la présence d’une catalase 
déja trouvée par Israilky dans Jes tumeurs des plantes. 
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Or, les déterminations biochimiques que j’ai rapportées dans 
le présent travail ont montré que si B. tumefaciens est sans 
action sur la gélatine et l’ovalbumine, et s'il ne détermine pas 
la coagulation du lait, il attaque nettement le saccharose, 
l’amidon et plus faiblement Vurée. 

Les résultats qualitatifs et quantilatifs obtenus dans l'étude 
des milieux additionnés de saccharose montrent ]’existence €évi- 
dente d’unesucrase. Il semble qu’on puisse également affirmer, 
d’une part la présence d'une dextrinase et d’une amylase, 
d’autre part celle d’une uréase. Il y aurait donc lieu de conclure 
que chez B. tumefaciens ces quatre diastases sont nettement 
endocellulaires, qu’elles sont étroitement liées 4 Ja vie et a la 
substance du cytoplasme, et qu’elles ne diffusent pas dans le 
milieu extérieur, au moins dans les conditions d’expérience ov 
je me suis placée. 

Quant aux autres enzymes que plusieurs expérimentateurs 
n’ont pu déceler dans les tumeurs causées par B. tumefaciens 
et que j’ai également recherchés en vain dans les cultures, les 
produits d’autolyse et les extraits dela bactérie pathogéne, il est 
possible que certains d’entre eux ne soient pas élaborés par ce 
microbe ; d’autres le sont peut-étre, mais restent toujours intra- 
cellulaires, cytoplasmiques, et font en quelque sorte partie 
intégrante de la matiére vivante. Par des artifices mécaniques, 
ou en faisant varier considérablement les conditions physico- 
chimiques de l’autolyse des corps microbiens, peut-étre arri- 
verait-on & mettre en évidence quelqu’une de ces diastases. 

Toutefois, au point de vue pathogénique, l'étude de l’action 
de B. tumefaciens sur les substances pectiques peut présenter 
quelque intérét. J'ai donc essayé de déterminer la gélification & 
30° d'une solution a 3 p. 100 de pectine séche de Citron addi- 
tionnée de 0,15 p. 100 de Cl?Ca. J’étudiais parallélement, et 
action des solutious aqueuses de mes extraits microbiens, et 
celle d’une solution de pectase de Carotte préparée suivant 
G. Bertrand et Mallevre [22]. Alors que, dans les mémes condi- 
lions, la gélification de la pectine nécessitait, avec cette pec- 
tase, un temps variant entre trois et huit heures, mes solutions 
d'origine bactérienne n’ont jamais provoqué cette gélification, 
méme en quarante-huit heures, et malgré la précaution que 
Jj avais prise de ramener les liqueurs & pH = 6. 
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Les deux variétés de B. tumefaciens ne semblent donc pas: 
élaborer de pectase; mais il est possible que l’enzyme recherché 
existe dans la bactérie vivante et manifeste son action dans les 
tissus de la plante parasitée. 

En ce qui concerne la production d’une diastase capable 
d’hydrolyser les composés pectiques, j’ai soumis de petits frag- 
ments de racine de Betterave, de tige, de pétiole ou de feuille 
d’Anthémis, pendant trois semaines, & l’action des produits 
élaborés par B. tumefaciens H. et Ant., ou diffusés dans les 
milieux par l’autolyse des corps microbiens. Malgré le déve- 
loppement exubérant des cultures et le temps d’action trés 
prolongé, aucune apparence de désagrégation ou de modification 
des tissus végétaux n’était visible ni 4 l’eil nu, ni au micros- 
cope aprés coloration par l’oxychlorure de ruthénium. 

Contrairement 4 ce qui se passe avec d'autres bactéries 
pathogénes pour les végétaux supérieurs, B. tumefaciens ne 
semble donc pas produire de « pectinase » dans les conditions 
de mes expériences, ou, du moins, s'il en élabore ce serait une 
pectinase endocellulaire, difficile & séparer du cytoplasme ou se 
détruisant & mesure de sa diffusion dans le milieu extérieur. 


En résumé, il est évident que si l’on considére la diversité 
des problémes que posent la biologie de B. tumefaciens et le 
mécanisme de son action pathogene, les résultats que je viens 
d’exposer sont de minime importance. Ils montrent cependant 
que les deux variétés que j'ai examinées ne présentent pas des 
propriétés biochimiques trés différentes, et, par conséquent, 
c'est ailleurs qu’il faut chercher les causes de la divergence de 
leur action pathogéne. 

Des circonstances indépendantes de ma volonté m’ont obligé 
a publier les premiers résultats de mon travail alors que celui-ci 
était loin d’avoir atteint le développement gue je souhaitais lui 
donner. De nouvelles recherches que M. A. Berthelot et moi- 
méme poursuivons actuellement sur d’autres points de la bio- 
chimie et de la physiologie de B. tumefaciens, ainsi que sur la 
composition chimique des tumeurs comparée & celle des tissus 
normaux nous donneront peut-étre des résultats plus encou- 
rageants. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 


A VINSTITUT PASTEUR EN 19354 


par Jutes VIALA. 


Ce rapport, établi suivant le plan fixé par la Conférence inter- 
nationale de la Rage, ne concerne que l’année 1934. 

1° Personnes traitées : 

496 personnes ont été admises & suivre le traitement anti- 
rabique. 

2° Méthode de traitement : 

Depuis 1911, l'Institut Pasteur a adopté la méthode de con- 
servation en glycérine (1) des moelles atténuées, introduite 
dans la pratique par A. Calmette. 

On se sert de pots-bans d’une contenance de 50 cent. cubes. 

Dans chacun, on verse 25 cent. cubes de glycérine neutre 
a 30° BS. 

On stérilise & 120°, pendant vingt minutes. 

On laisse refroidir et on introduit dans chaque pot-ban 

uelques fragments de moelles préalablement desséchées 
vans un flacon de potasse, d’aprés la méthode initiale de 
Pasteur. 

On conserve ces pots-bans & la glaciére aux environs de + 0°. 

Pour la vaccination des personnes mordues, on n’utilise que 
des moelles ayant séjourné moins de vingt jours en glycérine, 
l’expérience ayant démontré que le degré d’atténuation de chaque 
moelle n'est pas sensiblement modifié pendant les vingt pre- 
miers jours. 

Les personnes mordues recoivent journellement, pendant la 
durée du traitement, qui varie de quinze & vingt-cing jours, 
3&4 millimétres de moelle triturée dans 3 centimétres cubes 
d'eau distillée stérilisée. 


(1) Ces Annales, 4, 1887, p. 87. 


LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES TES, 


* 
x xX 


Le virus fixe de passage actuellement utilisé est le méme que 
celui dont on s’est toujours servi depuis la création du service 
de vaccinations antirabiques, d’abord rue d’Ulm, et ensuite (a 
partir de 1888) 4 l'Institut Pasteur. 

Pour éviter l’infection de la moelle, on saigne les lapins dés 
que la paralysie des trains postérieur et antérieur est complete 
et on extrait immédiatement celle-ci par la méthode d’Oshida, 
au moyen d’un mandrin métallique nickelé, stérile. 

I] convient de signaler que, depuis le 19 aozt 1917, les ino- 
culations de passage du virus fixe sont toujours effectuées, non 
plus avec le bulbe frais de lapin rabique, mais avec le bulbe 
conservé depuis au moins quarante-huit heures en glycérine & 
la glaciére. 

Depuis que cette technique a été adoptée, nous n’avons 
jamais constaté de modifications dans les délais d’incubation 
de la maladie aprés inoculation sous la dure-mére. 


* 
* * 


Voici le tableau des injections antirabiques : 


Lees OU UNI as eo Moelle de 5 jours (3 cent. cubes). 
OD: Ea fe RSE De Ra eee = 


BC Ce eat ato eer 7 Wiel ite, sek he eat — 
je = 


(2s RES Ce adams nO Or teeny Nee earl a _ 


TCM Ceantaias Mhol tonics fe 16) pays dec = 


ae as 


i ial fe ies 8. seresl els es! 


OSM men im erasi fe: ad ane = 
A () ORRIN io ccna ua vor ols aan = 
MIO” Ss SSN ety Bano Ca aime — 
ND Ce emer a sy at oo ey ek 6 = 
3 Cee ARR Lek Son ty Fale Wis hae — 
OMe Bre uly fees refed sss _ 
A OME Uae eaves oaf. 6. 0, _— 


eoOwwn~wonwwor wo wm 
| 
| 


te 
| 


IGE’ OU = Go alan p= opoeoee © Moelle de 4 jours (3 cent. cubes). 
ITI seb oo eee ara SRS _ _ — 


iS Ce —— eae Pbelie) Iter fe eee rl _ 2— — 


(1) A partir du 1e* janvier 1935, ces moelles sont remplacées par des moelles 
de quatre jours. 
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AGG TOUT. -y agree ree eee Moelle de 3 jours (3 cent. cubes). 
QOS oes Ree aoe cater re — 3 — — 
Sie er eee ees jh = 
22o; SOULS aac tenes tem Moelle de 3 jours (3 cent. cubes). 
FOR mt et ey sere — 3. — 
QHRE hee! os Bed eae Rad oe ca es _> 2— - 
258) 9 e.g ee es _— 2, — _ 


3° Répartition des personnes traitées, d’aprés le territowre sur 
lequel elles ont’ été mordues : 


Prance@. 2st tasea is apd ales ses ceva oes «AN Sn, east BI ca ae 489 
Lf a7 0)" cer RN are Prk eel USES, CNA Becy.o) dye 
BSPagne es. 3. pores a gh SETS ae eee ee 
MeO 5s) Ses ecb Sied Awe rae heen dd fe ES Ra ee Se 
Monaco.(Principanté. de) ss) sc 0 ace ad eee ee 
Roumanle: oo.) ie hy ee in ee Clee ae) a eee 
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4° D'aprés l’espéce de Vanimal mordeur : 


Chiens de propriétaires connus. ....... Bt tend sha e 49% 
Chierts* errants 7 3-00 i Ss ao bono) ok eee oncom eee 157 
Chats deyproprittairesi¢ommmm {22,2000 oe 2 6) Ge besos ee 85 
Ghats;errants irc. |, sds chy erga elton eos ee 43 
Bovid6s 2.27 eis see op sis oe oven catelhey Stele) Med ee semen arene 4 
Lapins rabiques (animaux de laboratoire).......... 3 
revit (ol eB ies tOLe A Seer Sls oe tn oo oe sib bv ota 2 
Renard ....- io wgebset 25% a ae at leal eed nemntbet tare eee ame 4 
Autres. animaux*i se <5). tencce ec pies wate orem cece 13 


5° D’aprés les preuves de rage chez ’animal mordeur : 

Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
avec son bulbe ou par un examen histologique. 

Catégorie B. — La rage de |’animal mordeur a été constalée 
par examen vétérinaire. 

Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 

Pour un certain nombre de cas de cette catégorie, vu les 
renseignements fournis par les personnes mordues, la rage 
était cliniquement presque certaine. 


GatégoriesA'(t) eee eS a ee, awe, ie 23 
Gatégorre BY. fay eid er. eee Wars. goa ee eral ee 54 
Gatégorie: Gas, seine cote Metalcore a Lc 422 


(1) Les centres nerveux des animaux mordeurs sont aussi examinés au 
Laboratoire national. des Recherches vétérinaires: dAlfort; et les. résultats 
sont transmis au service. 
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6° D'apreés le caractére des morsures : 


7° Interposition des vétements : 


SUIIAPDEAIINUC we picuet os citeune: UNS eatree ek thas Ah adeteeeans 1 a 370 
ABIES Vere lenVelem elitr sc. ou ot i. tesco alow sured acdsee aa co 126 


8° D'apreés le siége de la morsure (4) : 


SRI in 3 AE EE Aa et eR ENS, CR Siar Un Ree Maret 42 
Membres: S 1p @ RU UR SE, sophie, ay eS su oo Ap on std, tp note 2 348 
SEPOHIGR on ck ey ic Gee ake ee een) chek ott Saw tee) Fr 2 
Membnesrinitrieurse.—o 2s 6 a yls BO soe ee 104 


167 


3° D’aprés le nombre de jours écoulés entre la, morsure et le 


traitement : F 
Ome ae ONS to teal ghe ce, cleans ox WRNl lee ah eee his iek to oki sogetntae 254 
Aan Oe] ORES Bien omnia i ele. Awe yk Mikes an tconee stied ose gs Gari 97 
See ERO E o> epic page NGunc: Ao) cORGeNRYY Ue Pac rial RerereR a meats esau 402 
MORAG ts OWLS mcmigry. Ver ehicn © 1 yeti cables. fos vamtee tlk JES 
IM SKAG LAE TOURS cpugne cas sticgectie? eriel hides ectlteprs wou sees par20 


10° Autres:rensergnements : 


Répartition par départements des 489 personnes, traitées 
mordues en France. 


PRBSTU OR egies opie, Gh ak ce needa ew 8 3) S(EPPIMIBBGTOy o.-o q Sicag eye fe cer ses 
IN UAVS te See ica ce as a me 2 GUNG...) bees beter ake ae eee 
Alpes:(Hautes-). ........ 4 | Ille-et-Vilaine... ....... 
IAW DEITIES. Various: <2) hie eo cus PENS AD 610) ie oe arn ron pc eae eRe ke 
DS TER as Sager ce % lIndre-et-Loire:. ai. 00. 4.22. e 
Aveyrom 2. 002 un. 4 | Loire-Inférieure:. 2... 2. . 
CalVAGOS LAs eG. Sees is us ae STIG OIC tha ysare Wreceree ts eH namemees 
(GEVRUIBN oe a "6 cea non Cue ee ee Ne as iO byseets) oe Avikch, cag Oatea teens se, anaes 
Charente-Inférieure....... 4 | Maine-et-Loire......... 
ih ee OA ee a Sail Manche ia a ol PO. art 
Corréze. 2 |} Marne: (Haute-)). 2... ee 
(GOte-W ORSas, Geek ay se see sews lie MAVENUE cn. Tasca sepa sp ss ey se 
Cotes-du-Nord......... 6 | Meurthe-et-Moselle. ...... 
DOUDS eaters Moston feo, oa dee 2 1) Moarbiliams... \. 20 cn. © 

BUC... sdtaes So ora ye. eroyt rs SU INLOWIE Gs) sieapk'a corsa hone > hey dens 
Bureset=Woir = 15.6 ee os 6 OISCU: ie sack SOR eut ec eit tins 


WONnNFr FN | oN 


(1) Pour les morsures multiples on indique uniquement le siége de la plus 


dangereuse. 


768 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


OPO» « bs, 8 ee ee, oe ee ee 44. Seine-et-Marne*. oo. penis) freee iA 
P4as-de-Calaisaee a ee eee 9:'|° Seiné-et-Oiseso,.. 2s <2 as 48 
Puy=de-Dome.. ee cee 40 | Seine-Inférieure ..... >. . 22 
Pyrénées-Orientales ...... 3 | Sevres{Dewxa) se ep ee oe 4 
Rhini(Hawt-) ees te ces 4 SOMMIC ce. teeter PS Cee 4 
Sadne-et-0ire.. © ane ere 2 | Vienne (Haute-).. . . -9. 3 = 3 

: Pris co eis De oes 129 4} Vilerines § 42039... 1 eet 3 
Seine 4 Vexclusion de Paris, © 93) |) Yonme mute ene 3 


Le tableau ci-dessous indique les résultats généraux des vac- 
cinations depuis l’origine. 


ate: PERSONNES MORTALITE - PERSONNES MORTALITE 

ANNEE | traitées | MORTS p. 100 ANSBE.|\ trattgeas bre +) 1 apd 
A886 2.671 25 0,94 A9MA 341 4 0,29 
1887 2.770 44 Okie 4912 395 0 0,00 
4888 4.622 9 0,55 4913 330 0 0,00 
4889 1.830 7 0,38 A914 373 0 0,00 
4890 4.540 5 0,32 A915 654 2 0,15 
1891 1.589 4 0723 1916 | 41.388 3 0,94 
4892 1.790 4 0,22 4947 4.543 4 0,26 
4893 1.648 6 0,36 4948 4.803 3 0,16 
A894 4.387 7 0,50 4919 4.813 3 0,16 
4895 1.520 5 0,38 4920 4.126 6 0,53 
4896 4.308 4 0,30 4921 998 4 0,10 
{897 4.529 6 0,39 4922 154 0 0,00 
4898 4.465 3 0,20 4923 Tay 0 0,00 
4899 4.614 4 0,25 1924 164 4 0,14 
41900 4.420 4 0,28 4925 782 0 0,00 
4904 Aaak 5 0,38 1926 634 0 0,00 
4902 4.005 Ps 0,18 4927 639 0 6,00 
1903 628 2 0,32 1928 671 0 0,00 
4904 155, 3 0,39 4929 542 0 0,00 
4905 721 a 0,41 4930 589 0 0,00 
4906 172 1 0,13 4931 534 0 0,00 
4907 7186 3 0,38 4932 561 0 0,00 
4908 524 4 0,19 4933 443. 0 0,00 
4909 467 4 0,21 1934 496 0 0,00 
4910 404 0 0,00 


En examinant le tableau précédent, on constate tout d’abord =~ 
une diminution tres rapide de la mortalité, au cours des cing 
premiéres années (de 0,94 4 0,32 p. 100 de 1886 a 1890). 

Puis, la mortalité se maintient pendant trente-trois ans, aux 
environs de 0,20 80,35 p. 100. 

Depuis 1922 (exception faite pour l'année 1924), elle s’est 
maintenue a 0 p. 100. 


Or, cette absence de mortalité coincide avec une modification 
apportée au traitement antirabique. 
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En effet, depuis 1921, la durée maxima de la dessiccation des 
moelles a été ramenée de dix jours a cing jours et & partir de 
1935 a quatre jours. 

Les personnes mordues recoivent donc, dés le premier jour 
du traitement, une émulsion de moelle n’ayant subi qu'une 
dessiccation de quatre jours. 

Y a-t-il la une relation de cause a effel? L’avenir le montrera. 

11° Mesures prises en vue de poursuivre Tévolution des cas 
traités pendant six mots au minimum. 

Les médecins et les vétérinaires, ayant adressé des per- 
sonnes mordues, sont priés de nous tenir au courant des acci- 
dents qui pourraient se produire ultérieurement. 

12° Accidents paralyliques : Néant. 

13°" Déeés-* Néant. 

La statistique pour 1934 s’établit done ainsi : 
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